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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine VorrichtungfQr Lateral-Diagonal-Fluss Multiparameter Tests, insbesondere auf den 
Gebieten der Immunhamatologie und der Infektionsserologie, zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Be- 

5 stimmen mehrerer Analyten, wobei wenigstens ein Analyt ein zellular-gebundener Analyt ist, in einer flussigen Probe, 
wobei fOr die Bestimmung mindestens zwei Sorten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen mindestens eine 
Sorte Erythrozyten sind, umfassend eine Aufgabezone zum Auftragen der flussigen Probe, eine zum Eindringen von 
zellularen Komponenten geeignete porose Membran mit mindestens zwei Indikatorzonen auf der Membran, die mit 
dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und mindestens einem Absorptionsbereich auf der Membran, 

10 welcher die FlOssigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aufnimmt, wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabe- 
zone und einem Absorptionsbereich liegen, wobei die FlieBrichtungen von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indi- 
katorzonen zu einem Absorptionsbereich (FlieBspuren) im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschied- 
liche FlieBspuren vorliegen, wobei die Membran eine erste Indikatorzone umfasst, die ein Bindungselement zur Bindung 
eines zellular-gebundenen Analyten enthalt und die Membran eine zweite Indikatorzone umfasst, die ein Bindungsele- 

15 ment zur Bindung eines im Plasma enthaltenen Analyten enthalt. 

[0002] Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten in einer flussigen Probe, um- 
fassend das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung, wobei diese 
Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Probenflussigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich 
durch die Indikatorzonen zu flieBen und urn die Analyten oder ihre Derivate in der Probenflussigkeit dazu zu veranlassen, 

20 in den Indikatorzonen einen Kompiex zu bllden, insbesondere zur simuitanen Bestimmung von zellularen und plasma- 
tischen Parametern, vorzugsweise zur simuitanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe 
und/oder Antik6rpersuch-Test sowie zur simuitanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung trans- 
fusionsrelevanter infektionsserologischer Marker sowie zur simuitanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und 
Bestimmung von Antikfirpern, die gegen andere Blutzellen als Erythrozyten gerichtetsind, insbesondere anti-Thrombo- 

25 zyten und anti-Lymphozyten Antikorper, und wobei mindestens zwei sorten indikatorpartikel verwendet werden, von 
denen mindestens eine sorte erythrozyten sind. 

[0003] Urn Komplikationsrisiken z. B. bei einer Transfusion, insbesondere Blutgruppenunvertraglichkeiten, viralen 
und/oder bakteriellen Kontaminationen, vorzubeugen, werden bekanntermaBen verschiedene Labortests am Spender- 
und Patientenblutvorgenommen zur Bereitstellung von Komponenten, die mitdem Rezipienten blutgruppenseroiogisch 

30 kompatibel sind und frei von bekannten ijbertragbaren Pathogenen sind. Die jeweiligen serologischen Tests beinhalten 
in der Regel die Blutgruppenbestimmung beim Spender und Empfanger, insbesondere von Blutgruppen der Blutgrup- 
pensysteme ABO, Rh und Kell, Serumgegenprobe beim Spender und Empfanger, Antik6rpersuche nach irregularen 
Antikorpern, beim Spender und Empfanger sowie AntikcJrperidenttfizierung beim Empfanger bei Vorliegen irregularer 
Antikbrper. Der Nachweis von Antikorpern gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten wird im Zusammenhang mit 

35 Transfusionen und Transplantationen ebenfalls durchgefuhrt. 

[0004] Infektionsserologische Tests am Spender umfassen bekanntermaBen die routinemaBige Bestimmung von 
Antikbrpern insbesondere gegen HIV-1, HIV-2, gegen HCV, gegen Treponema pallidum (Syphilis), sowie die Bestim- 
mung des Hepatitis B Oberflachen-Antigens (= HbsAg: Hepatitis surface Antigen). 

[0005] WO 97/31268 offenbart einen chromatographischen Streifen zur Durchfuhrung eines Bindungsassays zum 

40 qualitativen oder quantitativen Bestimmen eines Analyten in einer Probe. US 4,943,522 offenbart ein Verfahren und 
eine Einrichtung zur Durchfuhrung spezifischer Bindung-Paar-Assays, wie z.B. Immunassays. 
[0006] In der blutgruppenserologischen Diagnostik werden allgemein Parameter nachgewiesen, die besonders 
im Zusammenhang mit Transfusionen bzw. dem Morbus Hamolyticus Neonatorum (Mhn) von Bedeutung sind. Dabei 
handelt es sich unter anderem urn den Nachweis von Antigenen auf der Oberfiache der Erythrozyten, die fur die Blut- 

45 gruppen charakteristisch sind (Blutgruppenbestimmung). Weitere wichtige Antigensysteme befinden sich auch auf 
Thrombozyten, Granulozyten, Lymphozyten, die ebenfalls bei Transfusion und Transplantation eine Rolle spielen. Bei 
Thrombozyten-undGranulozyten-Antigenungleichheit zwischen Mutter und F6tus kanneszu MhnvergleichbarenKrank- 
heitsbildern am Neugeborenen kommen. Ferner handelt es sich urn den Nachweis von regularen Blutgruppen-Antikbr- 
pern (Isoagglutinine) und urn den Nachweis von irregularen Blutgruppen-Antikbrpern im Serum oder Plasma. 

50 [0007] Die Isoagglutinine oder regularen Antikorper werden von alien Menschen fruhzeitig nach der Geburt er- 
worben und korrespondieren zur jeweiligen Blutgruppe des ABO-Systems. Sie sind gegen diejenigen Blutgruppenanti- 
gene A bzw. B, die dem Individuum selbst fehlen, gerichtet, d. h. Personen mit Blutgruppe A haben anti-B, Personen 
mit Blutgruppe B haben anti-A, Personen mit Blutgruppe 0 haben anti-A und anti-B; Personen mit Blutgruppe AB haben 
keine Isoagglutinine. Die regularen Antikorper werden auch "komplett" genannt, weil sie Erythrozyten im NaCI-Milieu 

55 direkt agglutinieren konnen. 

Die Irregularen- oder Alloantlkorper werden im Gegensatz zu den Isoagglutininen durch spatere Immunisierungen 
erworben, v. a. durch Transfusion oder Schwangerschaft. Deshalb haben die meisten Menschen keine irregularen 
Blutgruppenantikbrper. Die transfusionsrelevanten irregularen Antikbrper sind in der Regel warmereaktiv und gehoren 
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uberwiegend der IgG-Klasse an. Sie sind im Gegensatz zu den regularen Antikorpern lm NaCI-Milieu nicht in der Lage, 
Erythrozyten direkt zu agglutinieren. 

[0008] BekanntermaBen werden zur Blutgruppenbestimmung die Erythrozyten derzu testenden Person (Spender 
oder Empfanger) mit Reagenzien, welche blutgruppenspezifische Antikorper enthalten, zusammengebracht. Ublicher- 

5 weise handelt es sich um Flussigkeitstests, bei denen durch Mischen einer Erythrozyten-haltigen Probe mit einer Probe, 
welche Antik&rper enthalt, die gegen ein bestimmtes Blutgruppenmerkmal gerichtet sind, ein Testansatz hergesteltt 
wird. Der Testansatz wird dann uber einen definierten Zeitraum und unter definierten Bedingungen inkubiert und nach 
Abschluss der Inkubation oder direkt oder nach einem Zentrifugationsschritt entweder visuell oder mit optischen Me- 
thoden auf eine eventuelle Agglutination oder Adsorption der Erythrozyten OberprGft. Die vorherrschende Endpunkt- 

10 messung in der Blutgruppenserologie ist nach wie vor die Hemagglutination. Fur jede zu bestimmende Blutgruppe muss 
ein eigener Ansatz pipettiert werden, d. h. z. B. die Bestimmung der 9 wichtigsten Blutgruppen A, B, D, C, c, E, e, Cw 
und K erfordert ohne Kontrolle 9 getrennte Ansatze. 

[0009] Fur die Serumgegenprobe werden bekanntermaBen Zellreagenzien mit bekannter ABO-Blutgruppe (A1 , A2, 
B, 0) verwendet, welche mit dem Serum oder Piasma der zu testenden Person inkubiert werden. Nach einem Zentri- 

15 fugationsschrittwird visueil bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten hin uberpruft. 
Fur eine Serumgegenprobe mit den 4 genannten Testzellen mussen herkommlicherweise 4 Ansatze pipettiert werden. 
[0010] Fur die Suche nach irregularen Antikorpern werden bekanntermaBen Panel bestehend aus normalerweise 
2 oder 3 Blutgruppe 0-Zellen verwendet, deren kombiniertes Antigenprofil die wichtigsten Antigene, insbesondere der 
Biutgruppensysteme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Lutheran enthalt. Das Zellreagenz wird mit dem Serum oder 

20 Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, inkubiert und nach einem Zentrifugationsschritt visuell bzw. mit 
optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten uberpruft. Fur die Bestimmung einer Patienten- 
probe mussen 2 bis 3 Ansatze pipettiert werden. 

[0011] Fur die Identifikation der irregularen Antikorper, die in der Regel nach einem positiven Antikorper-Suchtest 
erfolgt, werden Panel bestehend aus bis zu 16 Blutgruppe 0-Zellen verwendet, deren Antigenprofile die wichtigsten 
25 Antigene, insbesondere der Biutgruppensysteme Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS, P, Lewis, Lutheran, in genau abgestimmter 
Weise abdecken. Das Zellreagenz wird mit dem Serum oder Plasma der zu testenden Person zusammengebracht, 
inkubiert und visuell bzw. mit optischen Methoden auf eine eventuelle Agglutination der Erythrozyten uberpruft. Fur die 
Bestimmung einer Patientenprobe mussen bis zu 1 6 AnsStze pipettiert werden. 

Da die meisten transfusionsrelevanten irregularen Antikb" rper vom IgG-Typ und deshalb inkomplett sind, mussen die f Qr 
30 die Antikorpersuche und-identifikation beschriebenen Reaktionen in der Regel verstarkt werden, um den Endpunkt 
Hemagglutination nachweisen zu konnen. Gebrauchlichstes Reagenz ist hierbei ein polyklonales anti-Humanglobulin- 
AntikGrperreagenz, dem haufig anti-Komplement AntikGrperzugesetztsind (typischerweise anti-C3d und/oder anti-C3b). 
[0012] Eine gebrSuchliche Methode zum Nachweis von Thrombozyten-AntikGrpern ist der sogenannte MAIPA-Test 
(Monoclonal Antibody Immobilisation of Platelet Antigens). Hierbei werden Test-Thrombozyten mit dem zu testenden 
35 Serum inkubiert. Nach einem Waschschritt wird mit einem monoklonalen z. B. Maus-AntikGrper, derfurein bestimmtes 
Thrombozyten-Glykoprotein spezifisch ist, inkubiert. Die Thrombozyten werden daraufhin lysiert und das verdunnte 
Lysat wird in ein mit z. B. Ziege anti-Maus AntikGrpern beschichtetes ReaktionsgefSss einer Mikrotiterplatte gegeben. 
DerZiege anti-Maus AntikGrper bindet den Maus-Antikorper und den daran befindlichen Thrombozytenglykoprotein- 
Humanantikorper-Komplex. Der humane AntikGrper wird durch Zugabe eines Enzym konjugierten Ziege anti-human 
40 |gG nachgewiesen. 

[0013] Mit herkbmmlichendiagnostischen Tests konnen nurentwederzellulareoderplasmatischeParameterbestimmt 
werden. Zur Bestimmung von Blutbestandteilen mussen grundsatzlich zuvor Zellen und Plasma getrennt werden. 
[0014] Lateral-Fluss-Tests finden heute vielfach Anwendung als Schneiltests, z. B. als Schwangerschaftstests, zur 
Bestimmung von Infektionsmarkern oder als Drogenscreen. Eine Lateral-Fluss-Test Anordnung besteht bekanntemna- 
45 Ben aus einem festen Trager, auf dem eine Aufgabezone fur die zu untersuchende Probe aufgebracht ist, eine Trenn- 
membran, auf der Bindungselemente, z. B. FSngerantikGrper bzw. -antigene gebunden sind und auf der sich Bindungs- 
reaktionen nachweisen lassen und ein saugfShiger Absorptionsbereich, der die zu untersuchende Probe linear durch 
die Trennmembran flieBen ISsst. 

[0015] Testmembranen herkommlicher Lateral-Fluss-Tests werden in der Regel mit chromatographie-ahnlicher Auf- 
so trennung beschrieben. Der Analyt in der Probe bindet spezifisch an die in einer Membran befestigten Bindungselemente, 
die in der Regel in hintereinanderliegenden bzw. Qbereinanderstehenden Banden angeordnet als Indikatorzonen vor- 
liegen. Der Bindungskomplex wird durch Indikatorpartikel sichtbar gemacht, welche in der Regel in einem Konjugat- 
Freisetzungs-Pad eingetrocknet in der Anordnung bereits vorliegen. Das Konjugat-Freisetzungs-Pad ist zwischen Auf- 
gabezone und Membran angebracht. Die vorbeschichteten farbigen Indikatorpartikel sind beispielsweise mit einem 
55 gegen den gesuchten Analyten gerichteten Antikorper beschichtet. 

[0016] Das Obliche Lateral-Fluss-Test-Format ist das eines sogenannten "Sandwich-Assays", bei dem sowohl die 
Indikatorzone als auch die Indikatorpartikel mit gegen den gesuchten Analyten gerichteten Liganden, normalerweise 
ein Antikorpern, belegt sind. Dabei ist der Ligand (Bindungselement) an die Membran immobilisiert. Das Detektor- 
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Reagenz, normalerweise ein Antikorper, welcheran gefarbte Polystyrol-Partikel oder kolloidale Metalle gebunden ist, 
1st im Konjugat-Freisetzungs-Pad auswaschbar deponiert. Dieser Bindungskomplex dient als Indikatorpartikel. Nach 
Auftragen der zu untersuchenden Probe benetzt diese sehr schnell das Konjugat-Freisetzungs-Pad, wodurch die Indi- 
katorpartikel mobilisiert werden. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Flussigkeitsfront entlang der porosen Membran. 

5 Ein in der Probe befindlicher Analyt wird durch den Antik6rper, der an das Indikatorpartikel gekoppelt ist, gebunden. 
Wenn die Probe die Indikatorzone passiert, wird der Analyt/lndikatorpartikel-Komplex in der Indikatorzone durch Reaktion 
des Analyten mit dem in der Indikatorzone gebundenen Antikorper immobilisiert, was zu einem sichtbaren Signal fuhrt. 
[001 7] Ein weiteres bekanntes Testformat fur kleine Analyten mit nur einer einzigen antigenen Determinante, die nicht 
gleichzeitig zwei Antik&rperbinden kann, istdersogenannte "Kompetitions-Assay". Das an die Indikatorpartikel gebun- 

10 dene Detektor-Reagenz ist normalerweise ein dem Analyten identisches oder analoges Molekul. Die Indikatorpartikel 
sind im Konjugat-Freisetzungs-Pad deponiert. Die Indikatorpartikel migrieren mit der Flussigkeitsfront entlang der po- 
rosen Membran. Wenn die Probe, die Analyt enthalt, und die Indikatorpartikel (die effektiv ebenfalls Analyt enthalten) 
die Indikatorzone passieren, bindet ein Teil der Analytmolekiile in der Probe und ein Teil der Indikatorpartikel. Je mehr 
Analyt sich in der Probe befindet, umso effektiver wird er mit der Bindung der Indikatorpartikel kompetieren, umso 

15 schwacher wird das Signal. 

[0018] BekanntermaBen sind diese Indikatorpartikel uberwiegend aus kolloidalem Gold oderaus Polystyrol, die mit 
dem Fachmann bekannten Methoden hergestellt und beschichtet werden. In den typischen Lateral-Fluss-Tests Formaten 
werden die Analyten indirekt bestimmt. Unter direkter Bestimmung eines Analyten wird hier verstanden, dass der Analyt 
bereits an das Indikatorpartikel (z. B. Erythrozyt) naturlich gebunden ist. In dem gebrauchlicheren Fall der indirekten 

20 Bestimmung des Analyten enthalt die zu testende Probe in der Regel eine nicht zellular gebundene, z. B. plasmatische 
Komponente als Analyten und es werden neben derzutestenden Probe zwei Reagenz-Komponenten benotigt, namlich 
Indikatorpartikel und Bindungselement. Bei der indirekten Bestimmung bindet der Analyt zunachst an die aus dem 
Konjugat-Freisetzungs-Pad herausgelosten Indikator-Partikel, bevor dieser Komplex dann durch eine zweite Reaktion 
mit dem Bindungselement in den Indikatorzonen immobilisiert wird. 

25 [0019] Bei der Verwendung herkommlicher Lateral-Fluss-Tests mit Erythrozyten als Indikatorpartikeln, die die 
zu bestimmenden Analyten, beispielsweise Blutgruppen-spezifische Antigene, gebunden haben, werden bislang in den 
Indikatorzonen Antikorper gegen korrespondierende Blutgruppenantigene als Bindungselemente in hintereinanderlie- 
genden bzw. ubereinanderstehenden Banden nur einer FlieBspur angeordnet, wie zum Beispiel anti-A, anti-B gegen 
die Blutgruppen-Antigene A bzw. B oder Antikorper gegen Antigene des Rh Blutgruppensystems. Dabei weisen her- 

30 kommliche Lateral-Fluss-Tests den Nachteil auf, dass die an die Antikorper gebundenen Erythrozyten eine Flussbarriere 
fur die weiter zu untersuchenden Analyte, beispielsweise weitere Zell-assoziierte Antigene, in einer Probe bilden. Durch 
Agglutination oder Adsorption von Zellen in einer proximal zur Aufgabezone liegenden Bande von Bindungselementen 
konnen sich weitere Analyten, insbesondere Zellen bzw. Zellfragmente, in derzu untersuchenden Probe nicht weiter 
ungehemmt und sichtbar auftrennen und konnen folglich nicht eindeutig bzw. vollstandig nachgewiesen werden. Dies 

35 kann z. B. bei einer Person, die Blutgruppe AB Rh D positiv ist, zu einer Abschwachung bzw. Eliminierung der B- und 
der D-Bande fuhren, was zu einer Fehlinterpretation im Sinne von Blutgruppe A Rh negativ fuhren konnte. Bislang 
konnten deshalb speziell in der blutgruppenserologischen Diagnostik keine Lateral-Fluss-Test mit mehr als einer Indi- 
katorzone angewendet werden. Fur die Messung mehrerer, insbesondere zellularer und plasmatischer Blutgruppenpa- 
rameter mussen bislang Einzelparameter-Tests separat durchgefuhrt werden. 

40 [0020] W097/31268 und US6,203,757 offenbaren jeweils Vorrichtungen zum gleichzeitigen, qualitativen oder quan- 
titativen Bestimmen mehrerer Analyten. 

[0021] Aufgabe der Erfindung ist es, die im Hinblick auf den Stand der Technik angefuhrten Nachteile, insbesondere 
die derhintereinanderliegenden bzw. Oberlagerndenlndikator-bzw.NachweiszonenherkSmmlicher Lateral-Fluss-Tests, 
fur eine gleichzeitige Messung verschiedener Proben-Parameter, insbesondere von zellularen und plasmatischen Pa- 

45 rametern, zu uberwinden. 

[0022] Die Aufgabe wird erflndungsgemaB gelost zum einen durch eine Vorrlchtung zum gleichzeitigen, quali- 
tativen oderquantitativen Bestimmen eines odermehrerer Analyten, wobeiwenigstens ein Analyteinzellular-gebundener 
Analyt ist, in einer flussigen Probe, wobei fur die Bestimmung mindestens zwei Sorten Indikatorpartikel verwendet 
werden, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten ist, umfassend eine Aufgabezone zum Auftragen der flussigen 

so Probe, eine zum Eindringen von zellularen Komponenten geeignete porose Membran mit mindestens zwei Indikator- 
zonen auf der Membran, die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und mindestens einem Absorpti- 
onsbereich auf der Membran, welcher die FIDssigkeit nach Passieren der Indikatorzonen aufnimmt, wobei die Indika- 
torzonen zwischen der Aufgabezone und dem Absorptionsbereich liegen, dadurch gekennzeichnet, dass die FlieBrich- 
tungen von der Aufgabezone durch die jeweiligen Indikatorzonen einer Gruppe zu einem Absorptionsbereich, welche 

55 FlieBspuren darstellen, im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen, 
wobei die Membran eine erste Indikatorzone umfasst, die ein Bindungselement zur Bindung eines zellular-gebundenen 
Analyten enthalt und die Membran eine zweite Indikatorzone umfasst, die ein Bindungselement zur Bindung eines im 
Plasma enthaltenen Analyten enthalt. 
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[0023] Die Indlkatorzonen der erfindungsgemSBen Vorrichtung befinden sich auf der Membran und umfassen Bin- 
dungselemente, die die zu bestimmenden Analyte in der Probe abfangen bzw. binden. In den Indikatorzonen werden 
die Bindungsreaktionen zwischen Analyt und Bindungselement nachgewiesen. Als besonders bevorzugte Bindungs- 
elemente werden Antik6iper bzw. Antikttrperfragmente, Lektine, Antigene bzw. Antigen-Epitope und/oderZellen bzw. 
s Zellfragmente an der porosen Membran angebracht. Die Indikatorzonen umfassen vorzugsweise jeweils ein Bindungs- 
element gegen einen zu untersuchenden Analyten. 

[0024] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung sind die Indikatorzonen so angeordnet, dass die Probenflussigkeit 
pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durchstromt. Beispielhaft sind die Indikatorzonen versetzt auf der 
Membran angeordnet. Die Anordnung der Indikatorzonen ist dabei vorzugsweise in einer von proximal nach distal oder 
10 umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe ausgestaltet. Besondere Ausfuhrungsformen sind V-formig, W-, M-, oder N- 
formig oder umgekehrt V-fSrmig, W-, M-, oder N-fflrmig ausgestaltet. In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Indi- 
katorzonen parallel nebeneinander versetzt in einer linearen Reihe angeordnet. 

Die Einfiihrung versetzter Indikatorzonen macht eine Multiparametertestung mit Erythrozyten als indikatorpartikeln in 
einer lateralen Anordnung erst mSglich. Die besonders bevorzugte Ausfuhrungsform einer diagonalen Anordnung hat 
15 den Vorteil, dass die Bezeichnung der Ergebnisse besonders praktisch und leicht ablesbar auf die erfindungsgemSBe 
Anordnung aufgebracht werden kann, dajeder nachzuweisende Parameter eine definierte X- und Y-Position aufweist, 
betrachtet man die Anordnung der erfindungsgema Ben Vorrichtung als ein Koordinatensystem mit Ordinate (Ebene der 
FlieBrichtung) und Abszisse (Ebene der Auftragszone). 

[0025] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung sind mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, 

20 vorzugsweise jeweils von proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufend, oder beispielsweise auch V-formig, 
W-, M-, oder N-formig oder umgekehrt V-formig, W-, M-, oder N-formig verlaufend, in FlieBrichtung hintereinander und/ 
oder seitlich versetzt angeordnet und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen entweder zueinander auf Lucke 
angeordnet, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone durchstromt, oder zueinander 
nicht auf Lucke angeordnet, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur mehr als eine Indikatorzone durchstromt. 

25 Mehr als eine solche Reihe von Indikatorzonen, beispielsweise zwei Reihen von Indikatorzonen, mit unterschiedlicher 
Distanz zur Aufgabezone sind insbesondere dann vorteilhaft, wenn aus einer Vollblutprobe zellulare und plasmatische 
Parameter bestimmt werden sollen. In einer Ausfuhrungsform, beispielhaft in einem Testansatz mit Vollblut als Probe, 
werden die Bindungselemente so gewahlt, dass die im Plasma enthaltenen Analyten, zum Beispiel jede Art von Anti- 
korpern, die durch die Vorrichtung von der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen flieBen, in 

30 der proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Die Bindungs- 
elemente zum Nachweis der zellular gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytare Antigene, werden dagegen 
so gewahlt, dass diese in der distal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente 
binden. Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den Erythrozyten weiteren 
Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder Polystyrol oderfixierten Erythrozyten, gearbeitet. 

35 Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei 
im Plasma vorkommende Antikorper, im Bindungskomplexin einer Indikatorzone sichtbarzu machen. Werden beispiel- 
haft zwei Arten von Indikatorpartikeln verwendet, wovon eine nicht Erythrozyten sind, k&nnen die Indikatorzonen der 
beiden Reihen zueinander nicht auf Lucke bzw. in einer FlieBspur hintereinander angeordnet sein. Vorteilhaft ist hierbei 
die Anordnung, bei der die aus dem Plasma nachgewiesenen Analyten in den proximalen Indikatorzonen nachgewiesen 

40 werden und bei der die Erythrozyten-gebundenen Analyten in den distalen Indikatorzonen nachgewiesen werden. Eine 
Ausfuhrungsform der Erfindung mit mehr als einer, wie vorbeschriebenen Reihe von Indikatorzonen, von denen die 
Bindungselemente jeder Reihe mit Erythrozyten als Indikatorpartikel reagieren bzw. binden, sind die Reihen von Indi- 
katorzonen zueinander auf Lucke bzw. in einer FlieBspur nicht hintereinander angeordnet. 

[0026] In einer weiteren und besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind mehr als eine solche 

45 Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer von proximal nach distal oder umgekehrt diagonal verlaufenden Reihe, 
oderbeispielsweiseineinerV-fGrmig.W-.M-.oderN-fSrmigoderumgekehrtV-formig^-.M-, oderN-fGrmigverlaufenden 
Reihe, oder beispielsweise auch in einer parallel nebeneinander versetzt verlaufenden Reihe, bidirektional (z. B. zu 
einem 1 80° Winkel) zu einer zentralen Aufgabezone angeordnet. Eine solche Anordnung ist insbesondere dann vorteil- 
haft, wenn aus einer Vollblutprobe zellulare und plasmatische Parameter bestimmt werden sollen. 

so in einer Ausfuhrungsform, beispielhaft in einem Testansatz mit Vollblut als Probe, werden die Bindungselemente so 
gewahlt, dass die im Plasma enthaltenen Analyten, zum Beispiel jede Art von Antik&rpern, die durch die Vorrichtung 
von der Aufgabezone zum Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen flieBen, in der auf der einen Seite zur Aufga- 
bezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungselemente binden. Die Bindungselemente zum Nachweis 
der zellular gebundenen Analyten, beispielsweise erythrozytare Antigene, werden dagegen so gewahlt, dass diese in 

55 der auf der gegenuberliegenden Seite zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen an die Bindungsele- 
mente binden. Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den Erythrozyten 
weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikator- 
partikel werden insbesondere eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei im Plasma 
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vorkommende Antikflrper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu machen. 

[0027] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die eine Aufgabezone ferner zwei verschiedene Membranen 
unterschiedlicher Porositat. Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird vorzugsweise mit einer zusatzlich zu den 
Erythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese 

5 Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebundene Analyten, beispielsweise frei im 
Plasma vorkommende Antik6rper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone sichtbar zu machen. 
[0028] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die eine Aufgabezone eine Membran Oder zwei 
verschiedene Membranen unterschiedlicher Porositat. Femer umfasst eine derbeiden Membranen ein Konjugat-Pad, 
welches zwischen Dichtelement und Indikatorzonen angeordnet ist. Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wird vor- 

10 zugsweise mit einer zusatzlich zu den Erythrozyten weiteren Sorte von Indikatorpartikeln, vorzugsweise aus kolloidalem 
Gold oder Polystyrol, gearbeitet. Diese Indikatorpartikel werden insbesondere eingesetzt, urn nicht erythrozytar gebun- 
dene Analyten, beispielsweise frei im Plasma vorkommende Antikorper, im Bindungskomplex in einer Indikatorzone 
sichtbar zu machen. Diese weitere zusatzlich zu den Erythrozyten eingesetzte Sorte von Indikatorpartikeln liegt vor- 
zugsweise in das Konjugat-Pad eingetrocknet vor. Weiterhin sorgt das Konjugat-Pad dafur, dass der Fluss der Erythro- 

15 zyten verlangsamt wird. Dies fuhrt dazu, dass in der bidirektionalen Anordnung bei einer einzigen gemeinsamen Auf- 
gabezone in der einen Richtung optimierte Bedingungen fur den Nachweis zellularer Eigenschaften und in der anderen 
Richtung optimierte Bedingungen fur den Nachweis plasmatischer Eigenschaften bereitgestellt werden. 
[0029] Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fiuss-Test, insbesondere fur die blutgruppensero- 
logische Diagnostik, bereitgestellt, mitdem Erythrozyten als Indikatorpartikel verwendet werden undineinemTestansatz 

20 gleichzeitig mehrere zellulare Parameter, insbesondere erythrozytare Antigene bzw. Antigen-Epitope, plasmatische 
Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, insbesondere aus Vollblutbestandteilen, pro zu untersuchender Probe be- 
stimmt werden konnen. Des weiteren wird damit ein moglichst einfach herzustellendes und einfach, insbesondere mit 
wenigen Versuchsreihen und ohne Probenvorbereitung, zu handhabendes und kostengunstiges Testsystem bereitge- 
stellt, mit dem gleichzeitig verschiedene zellulare Parameter und/oder plasmatische Parameter einer Probe oder meh- 

25 rererzu untersuchender Proben bestimmt werden konnen. 

[0030] Diese Vorteile bietet die erfindungsgemafie Vorrichtung auf jedem medizinischdiagnostischen Gebiet, bei dem 
gleichzeitig verschiedene zellulare Parameter und plasmatische Parameter bestimmt werden sollen, insbesondere auch 
auf dem Gebiet der Blutgruppen- und Infektionsserologie, insbesondere fQrjegliche Diagnostik im Rahmen derTrans- 
fusionsmedizin, z. B. zur simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung, wobei insbesondere Erythrozyten- 

30 gebundene Antigene bzw. Antigen-Epitope bestimmt werden, und Serumgegenprobe, wobei insbesondere regulare 
Antikorper (Isoagglutinine) bestimmt werden, und/oder Antiko rpersuch-Test, wobei insbesondere irregulare Antikorper 
bestimmt werden, sowie zur simuitanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung transfusionsrele- 
vanter infektionsserologischer Marker, beispielhaft Antikorper gegen HIV-1, HIV-2, HCV, Treponema pallidum, sowie 
das Oberflachen-Antigen des Hepatitis B Virus (HbsAg), sowie zur simuitanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestim- 

35 mung und Bestimmung von Antikorpern gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-thrombozytare 
und anti-lymphozytare Antikorper. 

[0031] Hierzu kann antikoaguliertes oder natives Vollblut verwendet werden, bei dem vor der Bestimmung nicht in 
aufwendiger Weise Erythrozyten und Serum- bzw. Plasma-Fraktion von einander separiert werden mussen. Die Be- 
stimmung kann in einem manuellen Format erfolgen, das komplett ohne Gerate (inklusive elektrischen Strom) auskommt. 

40 [0032] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfassen die Indikatorzonen, 
vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. Antikorper- 
fragmente bzw. Lektine, die die zu bestimmenden Blutgruppenantigene aller denkbaren Blutgruppensysteme und 
damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden Antikorper 
bzw. Antikorperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope, insbesondere der Blutgruppensysteme 

45 ABO, Rh und Kell, beispielhaft anti-A, anti-B, anti-D und anti-K, in den Indikatorzonen an der porosen Membran, vor- 
zugsweise in einer distal zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 
Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zu alien ubrigen 
Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ct!) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein 

so poiyklonaler anti-Erythrozyten-Antikorper. 

[0033] Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaGen Vorrichtung umfasst in einer weiteren, vorzugs- 
weise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope, die regu- 
lare Antikorper in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden dafur A1, A2, B, 0 
Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, beispielsweise Erythrozytenmembranen von Erythrozyten definierter Blut- 

55 gruppen (A1, A2, B, 0) oder synthetisch hergestellte Blutgruppensubstanzen, an der porosen Membran angebracht. 
Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zu alien ubrigen 
Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 
den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein 
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anti-IgG Antikorper. 

[0034] Diese bevorzugte Ausfuhrungsform dererfindungsgemaBen Vorrichtung kann in einerweiteren, vorzugsweise 
proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen Antigene bzw. Antigen-Epitope umfassen, die 
lrregulare Antikorper bzw. Fragmente davon in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente 

5 werden dafur die Zellmembranen verschiedener Blutgruppe 0 Erythrozyten-Praperationen, deren kombiniertes Antl- 
genprofil diejenigen Antigene abdeckt, die gegen die wichtigsten Transfusions-relevanten irregularen Antikorper ge- 
richtet sind, an der porosen Membran angebracht. Vorzugsweise wird in einer indikatorzone dieser Reihe von Indika- 
torzonen, vorzugsweise in einerdistal zu alien ubrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll- 
Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. 

10 Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein anti-IgG AntikGrper. 

[0035] In einerweiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfassen die Indika- 
torzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. 
Antikorperfragmente bzw. Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmenden Blutgruppenantlgene 
und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden 

15 Antikorper bzw. Antikorperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-Blutgruppensystems, 
beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indikatorzonen an der porosen Membran, vorzugsweise in einer 
distal zur Aufgabezone und zu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 
Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zu alien ubrigen 
Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) angebracht, das 

20 den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-Bindungselement ist vorzugsweise ein 
polykionaler anti-Erythrozyten-Antikorper. 

[0036] Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst in einer weiteren, vorzugs- 
weise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen Thrombozyten- und/oder Lymphozytenmem- 
branen bzw. Membranbestandteile als Bindungselemente zum Nachweis von antithrombozytaren/lymphozytaren Anti- 
25 korpern. 

[0037] In einerweiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfassen die Indika- 
torzonen, vorzugsweise in einer distal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen, Antikorper bzw. 
Antikorperfragmente bzw. Lektine, die die bei der Blutgruppenbestimmung zu bestimmenden Blutgruppenantigene 
und damit die sie tragenden Zellen in der Probe abfangen bzw. binden. Als bevorzugte Bindungselemente werden 

30 Antikorper bzw. Antikorperfragmente bzw. Lektine gegen Antigene oder Antigen-Epitope des ABO-Blutgruppensystems, 
beispielhaft anti-A, anti-B, anti-A und anti-B, in den Indikatorzonen an der porosen Membran, vorzugsweise in einer 
distal zur Aufgabezone undzu anderen Indikatorzonenreihen angeordneten Reihe, angebracht. 
[0038] Vorzugsweise wird in einer Indikatorzone dieser Reihe von Indikatorzonen, vorzugsweise in einer distal zu 
alien ubrigen Indikatorzonen dieser Reihe gelegenen Indikatorzone, ein Kontroll-Bindungselement (Kontrolle = ctl) an- 

35 gebracht, das den Durchfluss der Probe durch die Indikatorzonen positiv anzeigt. Das Kontroll-Bindungselement ist 
vorzugsweise ein polykionaler anti-Erythrozyten-Antikorper. 

[0039] Diese bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst in einer weiteren, vorzugs- 
weise proximal zur Aufgabezone angeordneten Reihe von Indikatorzonen Bindungselemente zum Nachweis von infek- 
tibsen Agenzien, insbesondere synthetisch hergestellte Peptide oder mit rekombinanten DNA-Methoden exprimierte 
40 rekombinante Antigene, die diagnostisch bedeutsame Sequenzen von Oberflachenproteinen der jeweiligen Marker 
umfassen (Antikorper-Nachweis), oder Antikorper, welche gegen (Oberflachen-)Proteine infektioser Agenzien gerichtet 
sind (Antigen-Nachweis). 

[0040] Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung muss fur die gleichzeitige Bestimmung von zellularen und plasma- 
tischen Parametern aus einer Probe nicht mehrfur jede einzelne Bestimmung separat pipettiert werden, sondern an 

45 einer Probe konnen gleichzeitig samtliche gewiinschte Parameter bestimmt werden, insbesondere bei der simultanen 
Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuch-Test sowie bei der simul- 
tanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologischer Mar- 
ker, wobei die Blutgruppenbestimmung mit dem Nachweis jegiicher infektionsserologischer Marker kombiniert werden 
kann, sowie bei der simultanen Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Bestimmung von Anti korpern gegen 

50 andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-Thrombozyten und anti-Lymphozyten Antikorper. 

[0041] Dies stellt eine auBerordentliche Rationalisierung der Arbeitsablaufe dar. Neben dem Vorteil der Simultanbe- 
stimmung vieler serologischer Parameter ist hier der praktisch vollstandige Wegfall der Probenvorbereitung im Vergleich 
zu herkommlichen Tests zu nennen. Auch die Ablesung der in diagonaler Anordnung dargestellten Ergebnisse ist 
wesentlich gunstiger. So lassen sich in der erfindungsgemaBen Vorrichtung beispielsweise Blutgruppen-, insbesondere 

55 ABO-Eigenschaften und Serumgegenprobe und Antikorpersuch-Test, oder Blutgruppen-, insbesondere ABO-Eigenschaf- 
ten und andere immunhamatologische Parameter, insbesondere anti-thrombozytare und/oder anti-lymphozytare Anti- 
kttrper bzw. Fragmente davon, oder Blutgruppen-, insbesondere ABO-Eigenschaften und infektionsserologische Marker, 
insbesondere AntikBrper gegen bakterielle und/oder virale Agenzien bzw. Fragmente davon oder virale oder bakterielle 
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Antigene bzw. -Epitope in einer Vorrichtung nebeneinander bestimmen und ablesen. Das zweidimensionale, flachige 
Ergebnis sowie der stabile Endpunkt der Reaktion begunstigen sowohl die Ablesung mit dem bloBen Auge als auch 
eine automatisierte Ablesung der Ergebnisse mit gangigen Bildanalyseverfahren, wie z. B. CCD-Kameras. Der Arbeits- 
aufwand ist vermindert, selbst bei manueller Abarbeitung. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung fuhrt zudem zu einer 

5 Reduktion der Umweltbelastung und zu kostengunstigen Effekten. Selbst in Notsituationen mit Zeitdruck kann in kurzer 
Zeit in einer einzigen Versuchsanordnung beispielsweise eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung mit Serumge- 
genprobe und Antikorpersuch-Test nach irregularen Antikorpern durchgefuhrt werden, beispielsweise eine komplette 
ABO-Blutgruppenbestimmung mit infektionsserologischen Marker-Bestimmung oder anti-Thrombozyten/Lymphozyten 
Antikorper-Bestimmung durchgefuhrt werden. 

w [0042] Produktionstechnisch hat der Lateral-Diagonal-Fluss-Aufbau wesentliche Vorteile gegenuber dem Stand der 
Technik, indem es zu einem erheblich geringeren Verbrauch der verwendeten Reagenzien kommt und durch die Be- 
reitstellung einer Vielzahl von Testparametern, welche bisher separat getestet werden mussen, in einer einzigen Vor- 
richtung. 

[0043] Durch die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird ein Lateral-Fluss-Test, insbesondere fur die immunhamatolo- 

15 gische und infektionsserologische Diagnostik, bereitgestellt, mit dem in einem Testansatz gleichzeitig mehrere zellulare, 
insbesondere erythrozytare Antigene bzw. Antigen-Epitope, plasmatische Parameter und/oder Blutzelleigenschaften, 
insbesondere aus Voilblutbestandteilen, pro zu untersuchender Probe bestimmt werden konnen, wobei mindestens 
zwei Sorten von Indikatorpartikeln, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind, verwendet werden. Des weiteren 
wird damit ein mfiglichst einfach herzustellendes und einfach, insbesondere mit wenigen Versuchsreihen und ohne 

20 Probenvorbereitung, zu handhabendes und kostengunstiges Testsystem bereitgestellt, mit dem gleichzeitig verschie- 
denezellulare Parameterund/oderplasmatische Parameter einer Probe, insbesondere Blutgruppenmerkmale, Nachweis 
regularer und irregularer Antikorper, Antikorper gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten und/oder infektionssero- 
logischer Marker, insbesondere solcher mit transfusionsmedizinischer Relevanz, bestimmt werden konnen. 
[0044] Die Membran der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist eine porose Membran. Bevorzugte Membran-Materialien 

25 sind beispielsweise Nitrozellulose (z. B. UniSartvon Sartorius, H/F/owvon Millipore, Whatman, AE99bzw. FF85/100 
von Schleicher & Schuell), Polyethylen {Lateral Flo von Porex Corporation) oder Nylon (Novylon von CUNO). Vorzugs- 
weise weist die Membran eine moglichst groBe PorengroBe auf, da eine hohe Porositat der Membran das Eindringen 
insbesondere von zellularen Komponenten derzu bestimmenden Probe, z. B. von Erythrozyten, in die porose Struktur 
begtinstigt. Von besonderem Vorteil ist der Einsatz aufnehmender Membranen. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist 

30 jedoch nicht auf diese Eigenschaften beschrankt. Bevorzugt werden alie Membranen mit einer hohen kapiliaren Flussrate 
(Capillary Speed), wobei die kapillare Flussrate die Zeit ist, die eine Farblosung braucht, urn 40 mm auf einer gegebenen 
Membran zuruckzulegen. Besonders bevorzugt sind Membranen, deren kapillare Flussrate < 100 ist. 
[0045] In der bidirektionalen Ausfuhrungsform mit zwei unterschiedlichen Membranen hat die eine Membran vorzugs- 
weise eine hohe kapillare Flussrate, vorzugsweise < 100, die andere Membran vorzugsweise eine geringere kapillare 

35 Flussrate, vorzugsweise > 100. 

[0046] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist in FlieBrichtung hinter der Aufgabezone der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung auf der porflsen Membran ein Dichtelement angeordnet. Zur Anwendung kommen zwei- 
oder dreidimensionale Dichtelemente, die auf der porosen Membran platziert werden und mit denen eine von der ubrigen 
Flache der porosen Membran separierte Probenauftragszone geschaffen wird. Das Dichtelement hat erfindungsgemaB 

40 primar die Wirkung einer Flussigkeitsbarriere und erlaubt die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testrea- 
genzien in die porose Membran. Weiterhin dichtet das Dichtelement erfindungsgemaB die Probenauftragszone ab zur 
Verhinderung eines unerwunschten Flussigkeitsubertritts in die anderen Bereiche der Lateral-Fluss-Vorrichtungsanord- 
nung. 

[0047] Bevorzugte Ausfuhrungsformen des Dichtelementes sind die Steg- oderTrog- bzw. Trichter-Form. Die Aus- 
45 formung des Dichtelementes erfolgt durch Schneideprozesse aus dem zur Herstellung des Dichtelementes verwendeten 
Material. Im Fall der Trichter- bzw. Trogform erhalt das Dichtelement eine innere Offnung, deren bevorzugte Ausfuh- 
rungsvarianten runde, quadratische oder rechteckige, im Fall derTrichterform sich zur Unterseite (Membrankontaktseite) 
des Dichtelementes verjungende Formen sind. 

[0048] Bevorzugte Materialien fur das Dichtelement sind Materialien, die nicht wasseraufnehmend (hydrophob) sind. 

so in einer besonderen Ausfuhrungsform sind die Materialien einseitig mit einem Klebstofffitm, beispielsweise einem druck- 
sensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet. Somit kann das Dichtelement direkt auf die Oberflache 
der porSsen Membran geklebt werden. Alternativ kann das Dichtelement mit dem Lateral-Fluss-Gehause verbunden, 
beispielsweise verkiebt sein, wobei in dieser AusfOhrungsform das Lateral-Fluss-Gehause das Dichtelement auf die 
Oberflache der porosen Membran druckt und damit die Funktionen des Dichtelementes erzielt werden. 

55 [0049] Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von zweidimensionalen Dichtelementen sind jede Form von Kiebe- 
bandern oder Klebefolien (z. B. Tesa 4124 von Beiersdorf AG, ARcare 7815 von Adhesives Research). 
[0050] Bevorzugte Materialien fur die Ausbildung von dreidimensionalen Dichtelementen sind flexible, geschlossen- 
porige Elastomermaterialien oder flexible Silikonmaterialien mit unterschiedlichen Materialstarken, vorzugsweise 3-5 
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mm (z. B. Zellkautschuk EPDM140 von Pitzner, Silikonkautschuk oder Vollkautschuk, Harte 40° Oder weniger, von 
Castan). 

[0051] Durch diese erfindungsgemaBe Ausgestaltung ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung in der Lage, flussige 
Proben, die Zellen enthalten, wie beispielsweise Vollblut, aufzunehmen, ohne die Zelien dabei abzufiltern. Weiterhin 
5 erlaubt das Dichtelement das Auftragen groBer Probenvolumina auf die porose Membran (Aufgabezone), ohne dass 
diese Dberschwemmt wird. Somit unterstutzt das Dichtelement die Nutzung der aufnehmenden Eigenschatten der po- 
rosen Membran. Weiter garantiert das Dichtelement einen gerichteten Probenfluss. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
kann jedoch mit oder ohne Dichtelement gut funktionieren. 

[0052] Fur den Absorptlonsbereich (Absorptions-Pad) der erfindungsgemaBen Vorrichtung werden mechanisch 
10 stabile Materialien bevorzugt, vorzugsweise mit Wasserabsorptionskapazitaten von 20-30 g/100 cm 2 (z. B. Wicking 
Papier, Typ 300, Schleicher und SchQII). Der Kontakt zwischen dem Absorptions- Pad und der Lateral Fluss-Membran 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird durch Andruck und Oberlappung mit der porosen Membran hergestellt. Die 
genaue Positionierung des Absorptions-Pads auf der Membran wird durch Verkleben des Absorptions-Pads mit der, 
die Lateral Fiuss-Membran tragenden Tragerschicht (backing sheet), erzielt. 
15 [0053] Das Konjugat-Pad besteht vorzugsweise aus Glasfaser oder Cellulose und hat vorzugsweise die Eigenschaft, 
den Fluss nativer Erythrozyten zu verzogern. 

[0054] In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Komponenten der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum Zwecke 
dermechanischenVerstarkung aufeineUnterlagebzw. Tragerschicht aufgebracht. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
kann jedoch mit oder ohne Tragerschicht funktionieren. Bevorzugt werden mechanisch stabile und nichtwasseraufneh- 

20 mende Materialien, vorzugsweise mit Materialstarken von 1 00 (xm oder mehr, die ein- oder zweiseitig mit einem Kleb- 
stofffilm, z. B. einem drucksensitiven bzw. selbsthaftenden Acrylatklebstoff, beschichtet sind (z.B. 0.005" Polyester W/ 
GL-1 87, G & L). Auf der Tragerschicht werden die porose Membran und das Absorptions-Pad fixiert. Im Fall der dop- 
pelseitig klebenden Tragerschicht wird die klebende zweite Seite zur Fixierung des Stapels auf weiteren Flachen, z. B. 
innerhalb der Lateral-Fluss-Gehause, eingesetzt. 

25 [0055] In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die erfindungsgemaBe Vorrichtung, entweder mit oder ohne Trager- 
schicht, auf der die Komponenten der erfindungsgemaBen Vorrichtung aufgebracht sind, in einem Gehause integriert, 
wodurch die Membran-Komponenten aneinander gedruckt werden und das Gehause die Dichtelementfunktion unter- 
stutzt. Dabei kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung jedoch mit oder ohne Gehause genauso gut funktionieren. 
[0056] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Analyse 

30 von Blut, insbesondere zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe und/oder 
Antikorpersuch-Test und/oder zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und des Nachweises von An- 
tikorpern gegen infektiose, insbesondere bakterielle und/oder virale Agenzien bzw. Fragmenten davon oder von Anti- 
genen infektioser Agenzien und/oder zur simultanen Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und des Nachweises 
von Antikarpern gegen andere Blutzellen als Erythrozyten, insbesondere anti-thrombozytarer oder anti-lymphozytarer 

35 Antikorper, bzw. Fragmenten davon. 

[0057] Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost zum anderen durch ein Verfahren zur Bestimmung mehrerer Ana- 
lytenoderderenDerivaten in einerflussigen Probe, welches das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone einer Membran 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung umfasst, wobei diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Probenflus- 
sigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich durch die Indikatorzonen zu flieBen und urn die Analyten 

40 oder ihre Derivate in der Probenfliissigkeit dazu zu veranlassen, an die jeweiligen Indikatorzonen zu binden bzw. in den 
Indikatorzonen einen Komplex zu bilden. 

[0058] Eine besondere Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrensfuhrtsimultan eine Blutgruppenbestim- 
mung und Serumgegenprobe und/oder Antik&rpersuch-Test durch. 

Beispielhaft wird Vollblut oder eine Verdunnung davon auf die Aufgabezone der Vorrichtung aufgetragen. Alle Kompo- 
45 nenten dringen, gefuhrt durch das Dichtelement, in die porose Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung 
Absorptions-Pad zunachst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der Fragmente der Zellen A1 , A2, B, 0 um- 
fassen sowie die Kontroll-lndikatorzone mit anti-lgG/lgM. Die im Serum vorhandenen Isoagglutinine binden an die 
korrespondierenden zellular gebundenen Antigene. Serum-IgG bindet an das Kontrollbindungselement (Serumgegen- 
probe: Sensibilisierung). 

so Die zellular gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe gelege- 
nen Indikatorzonenberecich Blutgruppenbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikftrper gegen ein anderes 
Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-AB). Die zur Aufgabezone distalste indikatorzone dieses 
Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti-Erythrozyten-Antikorper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbe- 
reich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, diezu den jeweiligen Blutgruppenmerkmalen korrespondieren. 

55 An das Kontrollbindeelement binden Erythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgruppenbestimmung). 

In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran ausgewaschen. Im nachfolgenden 
Detektionsschritt werden mit Hilfe von synthetischen Partikeln, welche mit anti-lgG/lgM beschichtet sind, die an den 
Bindungselementen der proximalen Reihe von Indikatorzonen immobiliserten Isoagglutinine und Kontrollantikorper sicht- 
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bargemacht (Serumgegenprobe: Detektion). 

[0059] In einer anderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zur simultanen Blutgruppenbestim- 
mung und Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuch-Test werden die Blutgruppenmerkmale wie oben beschrieben 
direkt bestimmt, hingegen Serumgegenprobe und/oder AntikBrpersuchtest als Kompetitionstest durchgefuhrt: 

5 Beispielhaft wird Vollblut oder eine VerdQnnung davon auf die Aufgabezone der Vorrichtung aufgetragen. Alle Kompo- 
nenten dringen, gefuhrt durch das Dichtelement, in die porbse Membran ein und passieren bei der Migration in Richtung 
Absorptions-Pad zunachst den Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe, der Fragmente von Zellen der Blutgruppen 
A und B umfasst sowie die Kontroll-lndikatorzone, die Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0 umfasst. Die im Serum 
vorhandenen isoagglutinine binden an die korrespondierenden zellulargebundenen Antigene. (Serumgegenprobe: Sen- 

10 sibilisierung). 

Die zellular gebundenen Antigene migrieren weiter in den distal zum Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe gelege- 
nen Indikatorzonenbereich Blutgruppenbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein anderes 
Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Aufgabezone distalste Indikatorzone dieses 
Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti-Erythrozyten-Antik6rper als Bindungselement. In diesem Indikatorzonenbe- 

75 reich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blutgruppenmerkmalen korrespondieren. 
An das Kontrollbindeelement binden Erythrozyten jedweder Blutgruppe (Blutgruppenbestimmung). 
In einem folgenden Waschschritt wird ungebundenes Material aus der Membran ausgewaschen. Im nachfolgenden 
Schritt wird eine Suspension von unterschiedlichen synthetischen Partikeln, welche jeweils mit anti-A, anti-B oder anti- 
H beschichtet sind, auf die Aufgabezone aufgetragen. Die Partikel konnen jeweils nur an diejenigen Bindungselemente 

20 im Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe binden, die im Sensibilisierungsschritt nichtmit den Serum-lsoagglutininen 
in Kontakt gekommen waren, d. h. eine farbige Bande zeigt in diesem Falle die Abwesenheit des entsprechenden 
isoagglutinins an. Beispielhaft werden imFalle einer Blutgruppe A(Personen mit isoagglutininen anti-B) dieZellfragmente 
der B-Zellen durch die Isoagglutinine blockiert, was dazufuhrt, dass die Zellfragmente derA-Zeilen durch das nachfolgend 
aufgetragene Gemisch synthetischer Partikel durch die darin vorhandenen anti-A Partikel angefarbt werden. Die Blut- 

25 gruppe 0 Fragmente werden in alien denkbaren Konstellationen angefarbt, da sie nicht durch Isoagglutinine blockiert 
werden und dadurch immer frei sind fur eine Reaktion mit den gefarbten anti-H Partikeln, wodurch auch in der Variante 
des Kompetitionsassays ein Kontrollelement bereitgestellt wird (Serumgegenprobe: Detektion). 
[0060] In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zur simultanen Blutgruppenbestim- 
mung und Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuch-Test mit direkter Bestimmung der Blutgruppenmerkmale und 

30 Bestimmung der Serumgegenprobe und/oder Antikorpersuchtest als Kompetitionstest wird wie folgt vorgegangen: 
Vollblut oder eine Verdunnung davon wird auf die asymmetrische Aufgabezone der Vorrichtung mitzwei unterschiedli- 
chen por6sen Membranenaufgetragen. Eine porSse Membran wetst dabei eine geringere kapillare Flussrate als die 
andere Membran auf. Bei letzterer ist zwischen dem Dichtelement und den Indikatorzonen ein Konjugat-Pad, das auf- 
getrocknete anti-A/anti-B/anti-H-Partikel enthalt, auf der Membran aufgebracht. Alle Komponenten dringen, gefuhrt 

35 durch das Dichtelement, in beide porose Membranen ein, was folgende Ftussverhalten bewirkt: 

"Nur-Membran-Seite": Alle Komponenten passieren bei der Migration in Richtung des dazugehorenden Absorptions- 
Pads den Indikatorzonenbereich Blutgruppenbestimmung, in dem in jeder Indikatorzone ein Antikorper gegen ein an- 
deres Blutgruppenmerkmal immobilisiert ist (z. B. anti-A, anti-B, anti-D). Die zur Aufgabezone distalste Indikatorzone 
dieses Bereiches hat beispielhaft polyklonale anti-Erythrozyten-Antikorper als Bindungselement. In diesem Indikator- 

40 zonenbereich binden die Erythrozyten an die Bindungselemente, die zu den jeweiligen Blutgruppenmerkmalen korre- 
spondieren. An das Kontrollbindeelement binden Erythrozyten jedweder Blutgruppe. 

"Membran/Konjugat-Pad-Seite": Alle Komponenten kommen nach Eindringen in die Membran und Passieren des Dich- 
telements mit dem Konjugat-Pad in Kontakt, wobei die zellularen Bestandteilefestgehalten bzw. gebremst werden und 
die flussigen Komponenten (Plasma) ungehindert weiterfliessen konnen. Letztere losen die anti-A/anti-B/anti-H Partikel 

45 aus dem Konjugat-Pad. Der Indikatorzonenbereich Serumgegenprobe umfasst Fragmente von Zellen der Blutgruppen 
A und B sowie als Kontrollelement Fragmente von Zellen der Blutgruppe 0. Die im Serum vorhandenen Isoagglutinine 
binden an die korrespondierenden zellulargebundenen Antigene und kompetieren damit urn eine Bindung derfarbigen 
anti-A, anti-B Partikel. Das bedeutet, dass die Partikel nur binden kfinnen, wenn das jeweilige Isoagglutinin nicht vor- 
handen ist. Beispielsweise hat eine Blutgruppe A Person anti-B Isoagglutinine, was dazu fuhrt, dass die Blutgruppe-B 

so Fragmente im Indikatorzonenbereich blockiert werden und nur die Blutgruppe A Fragmente durch die farbigen anti-A 
Partikel angefarbt werden konnen. Das Kontrollelement, gegen das keine Isoagglutinine existieren, bleibt damit immer 
unblockiert und wird durch die in der Partikelmischung des Konjugat-Pads enthaltenen anti-H Partikel als sichtbare 
Bande angefarbt. 

[0061] Eine weitere besondere Ausfuhrungsform des erfindungsgemaGen Verfahrens fuhrt simultan eine Blutgrup- 
55 penbestimmung und eine Bestimmung von anti-Thrombozyten und/oder anti-Lymphozyten Antikorper bzw. Fragmenten 
davon durch. 

Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung der anti-thrombozytaren Antik6rper die Indikatorzonen im zur Aufgabezone 
proximalen Bereich Thrombozytenfragmente als Bindungselemente, an die -falls in der Probe vorhanden- im Serum 
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enthaltene anti-thrombozytare Antikorper binden. Das Oblige Verfahren ist wie In der vorstehenden Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen Verfahrens beschrieben, insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrie- 
ben. 

Eine weitere besondere AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens fuhrt simultan eine Blutgruppenbestim- 
mung und eine Bestimmung transfusionsrelevanter infektionsserologischer Marker durch. 

Beispielhaft umfassen fur die Bestimmung von Infektionsmarkern die lndikatorzonen des ersten, proximalen Indikator- 
zonenbereichs als Bindungselemente synthetische Peptide und/oder rekombinante Proteine, die den Sequenzen von 
Proteinen viraler oder bakterieller Agenzien entsprechen, (Bestimmung von Antikorpern gegen Infektionsmarker, z. B. 
anti-HIV-1), sowie Antikbrper, die gegen Proteine von Infektionsmarkern gerichtet sind (Bestimmung von Antigenen, z. 
B. HbsAg). Im Serum enthaltene Antiko" rper bzw. Antigene binden im ersten Schritt an die korrespondierenden Antigene 
bzw. AntikSrper. Das ubrige Verfahren ist wie in der vorstehenden Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
beschrieben, insbesondere erfolgt die Blutgruppenbestimmung wie dort beschrieben. 

[0062] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich bei den zu bestimmenden Analyten insbesondere urn 
Blutgruppen-Antigene bzw. Antigen-Epitope, vorzugsweise solche der Blutgruppensysteme ABO, Rh, Kell, urn gegen 
Blutgruppenantigene oder -antigen-Epitope gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon, vorzugsweise regulare Anti- 
korper, irregulare Antikorper, urn Antiko 1 rper gegen infektiose Agenzien, urn (Oberflachen-)Antigene infektioser Agenzien 
und/oder urn anti-thrombozytare oder anti-lymphozytare Antikorper bzw. Fragmente davon. 
[0063] Die zu untersuchende Probe, beispielsweise natives oder antikoaguliertes Vollblut oder Erythrozytenkonzen- 
trate oder verdQnnte Erythrozyten-Suspensionen, Blutbestandteile oderTestflussigkeiten, wie Kontrollserum oder Kon- 
trollzellen, wird auf die Aufgabezone der erfindungsgemaBen Vorrichtung aufgetragen. Die in der Probe enthaltenen 
Erythrozyten, die den/die Analyten tragen, dienen gleichzeitig als Indikatorpartikel. 

[0064] Es werden insbesondere zwei Gruppen von Indikatorpartikeln verwendet, von denen mindestens eine Sorte 
Erythrozyten sind. Die eine wird alleine durch Erythrozyten zum direkten Nachweis von Erythrozyten-gebundenen Ana- 
lyten reprasentiert. Die andere Gruppe besteht aus Partikeln ]eder denkbaren Art und Kombination, mit denen sich 
Bindungsreaktionen nachweisen lassen, vorzugsweise Partikel aus kolloidalem Gold oder aus Polystyrol oderfixierte 
Erythrozyten. 

[0065] Im folgenden wird die Erfindung durch Figuren und Beispiele naher erlautert, ohne sie einzuschranken. Es 
zeigen: 

Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe; 

Fig. 2 eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtungfur Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe, ausgefuhrt mit einem dreidimensio- 
nalen Dichtelement in Stegform; 

Fig. 4 e ineExplosionsdarstellungderinFig.3dargestel!tenerfindungsgemaBenVorrichtungfurLateral-Fluss-Tests; 

Fig. 5 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe, ausgefuhrt mit einem dreidimensio- 
nalen Dichtelement in Trogform; 

Fig. 6 eine Explosionsdarstellung derin Fig. 5 dargestellten erfindungsgemaBen VorrichtungfQr Lateral-Fluss-Tests; 

Fig. 7 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest fur Empfanger; 

Fig. 8 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikflrpersuchtest bei Spendem; 

Fig. 9 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fGr die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von Infektionsmarkern; 

Fig. 1 0 eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral-Fluss-Tests fur die simul- 
tane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von AntikSrpern gegen thrombozytare 
Antigene. 
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Fig. 1 1 zeigt eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fOr Lateral-Fluss-Tests mit bi- 
direktionalem Fluss fiir die simuitane Bestimmung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe; 

Fig. 12 zeigt eine Explosionsdarstellung der in Fig. 17 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests. 

[0066] In Fig. 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests fiir die simuitane Durchfiihrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegen- 
den Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1 , der porosen Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und 
dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefQhrten Dichteiement 4. Dabei ist die porose Membran 2 auf der mit einem 
drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf der Trager- 
schicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 2 Qberlappt. Das auf der Oberseite der 
porosen Membran 2 fixierte Dichteiement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membranf lache und ermoglicht 
diegerichteteVerteilungvonProbenflussigkeitundTestreagenzienin die porbse Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 
5 und dem Bereich der porGsen Membran 2, der mit dem Absomt^ 

6, angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen 
Indikatorzonen l-IX gebildet, wobei die Indikatorzonen l-V den Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe" und die In- 
dikatorzonen VI-IX den Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungs- 
elementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 





Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe 


I 


Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A1 


il 


Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 


III 


Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 


IV 


Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0 


V 


Antikorper Anti-human IgG/IgM 




lndikatorzonenbereich:Biutgruppenbestimmung 


VI 


Antikorper Anti-A (monoklonal) 


VII 


Antik6rper Anti-B (monoklonal) 


VIII 


Antikorper Anti-AB (monoklonal) 


IX 


Antikorper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



[0067] Indikatorzone V ist die Kontrolle (ctl) fQr die Serumgegenprobe und enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. 
Indikatorzone IX ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti-Erythrozyten Antik6r- 
per. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 

[0068] In Fig. 2 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 1 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests gezeigt, die aus den Komponenten Tragerschicht 1 , porfise Membran 2, Absorptions-Pad 3 und Dichteiement 
4 besteht, welches die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membran separiert, die wiederum den Indikatorzonenbereich 6, 
bestehend aus den Indikatorzonenbereichen "Serumgegenprobe" und "Blutgruppenbestimmung" mit den diagonal ver- 
setzt angeordneten Indikatorzonen l-IX enthalt. 

[0069] In Fig. 3 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fiir Lateral- 
Fluss-Tests fur die simuitane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegen- 
den Beispiel entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 dargestellten Vorrichtung 
mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Stegform ausgefQhrten 
Dichtelements 4. 

[0070] In Fig. 4 wird eine Explosionsdarstellung derin Fig. 3 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests mit den Komponenten Tragerschicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler 
Stegform ausgefuhrtes Dichteiement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membran separiert, die 
wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend aus den Indikatorzonenbereichen "Serumgegenprobe" und "Blut- 
gruppenbestimmung'' mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen l-IX enthalt. 
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[0071] In Fig. 5 wird beispielhaft eine perepektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe gezeigt. Im vorliegen- 
den Beispiel entsprechen die Komponenten der Vorrichtung den Komponenten der in Fig. 1 dargestellten Vorrichtung 
mit Ausnahme des auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierten, in dreidimensionaler Trogform ausgefuhrten 
Dichtelements 4. 

[0072] In Fig. 6 wird eine Explosionsdarsteilung der in Fig. 5 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests mit den Komponenten Tragerschicht 1, porose Membran 2, Absorptions-Pad 3 und in dreidimensionaler 
Trogform ausgefuhrtes Dichtelement 4 gezeigt, welches die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membran separiert, die 
wiederum den Indikatorzonenbereich 6, bestehend aus den Indikatorzonenbereichen "Serumgegenprobe'* und "Blut- 
gruppenbestimmung" mit den diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen l-IX enthalt. 

[0073] In Fig. 7 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest 
bei Empfangern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1 , der porosen Mem- 
bran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die 
porose Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist 
das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porbsen Membran 
2 uberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenf lussigkeit und Testreagenzien in die porose 
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 
in Kontakt stent, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und 
Y-Positionen angeordneten, punktfbrmigen Indikatorzonen l-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen l-VIII den Indikator- 
zonenbereich "Serumgegenprobe/Antikorpersuchtest" und die Indikatorzonen IX-XII den Indikatorzonenbereich "Blut- 
gruppenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 




Indikatorzonenbereich: Serumgegenprobe/ Antikorpersuche 


I 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe A1 


II 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe A2 


III 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe B 


IV 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe 0 


V 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 1 , Blutgruppe 0, Rh-Formel ft, R-, w 


VI 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 2, Blutgruppe 0, Rh-Formel R 2 R 2 


VII 


Erythrozyten-Ghosts 


Suchzelle 3, Blutgruppe 0, Rh-Formel R^ 


VIII 


Antikbrper 


Anti-human IgG/IgM 




Indikatorzonenbereich: 


• Blutgruppenbestimmung 


IX 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


X 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


XI 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


XII 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



[0074] Indikatorzone VII ist die Kontrolle (ctl) fur die Serumgegenprobe und Antikbrpersuchtest und enthalt anti-human 
IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone XII ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti- 
Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 
[0075] In Fig. 8 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fQr Lateral- 
Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest 
bei Blutspendern gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1, der porosen 
Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist 
die porose Membran 2 auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso 
ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 
2 uberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membranflache und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose 
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Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porflsen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 
in Kontakt stent, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und 
Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen l-X gebildet, wobei die Indikatorzonen l-VI den Indikatorzo- 
nenbereich "Serumgegenprobe/Antikorpersuchtest" und die Indikatorzonen Vll-X den Indikatorzonenbereich "Blutgrup- 
penbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: SerumgegenprobelAntikdrpersuche 



I Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A1 

II Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe A2 

III Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe B 

IV Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0 

V Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0, Pool der Suchzellen 1, 2,3 (siehe Beschreibung Fig. 8) 

VI Antikorper Anti-human IgG/IgM 

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 

VII AntikGrper Anti-A (monoklonal) 

VIII Antikorper Anti-B (monoklonal) 

IX Antikorper Anti-AB (monoklonal) 

X Antikflrper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



[0076] Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Serumgegenprobe und Antikorpersuchtest und enthatt anti-human 
IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone X ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti- 
Erythrozyten AntikSrper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 
[0077] In Fig. 9 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmarkern gezeigt. 
Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1 , der porbsen Membran 2, dem Absorptions- 
Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist die porose Membran 2 auf der 
mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso ist das Absorptions-Pad 3 auf 
der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porSsen Membran 2 Qberlappt. Das auf der 
Oberseite der porttsen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der ubrigen Membranflache 
und ermoglicht die gerichtete Verteilung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die porose Membran 2. Zwischen 
der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 in Kontakt stent, ist der 
Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und Y-Positionen angeord- 
neten, punktfftrmigen Indikatorzonen l-XII gebildet, wobei die Indikatorzonen l-VI den Indikatorzonenbereich "Nachweis 
von Infektionsmarkern" und die Indikatorzonen VII-XIl den Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung" umfassen 
und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Nachweis von Infektionsmarkern 



I 


Synthetische Peptide 


HIV-1 (gp-14, gp-41) 


II 


Synthetische Peptide 


HIV-2 (gp-36) 


III 


Antiktirper 


Anti-HBsAg (monoklonal) 


IV 


Rekombinantes Antigen 


HCV (C-100, C-200, C33c, C22) 


V 


Rekombinantes Antigen 


Syphilis (TpN 1 5, TpN 1 7, TpN 47) 


VI 


Antik6rper 


Anti-human IgG/IgM 



Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 
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(fortgesetzt) 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


VI! 


Antikorper 


Anti-A (monoklonal) 


VIII 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


IX 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


X 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


XI 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


XII 


Antikorper 


Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



[0078] Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fOr die Bestimmung von Antik5rpern gegen infektiose Agenzien und 
enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone XII ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt 
polyklonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 
[0079] In Fig. 1 0 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fOr Lateral- 
Fluss-Tests fur die simultane Durchfuhrung von Blutgruppenbestimmung und dem Nachweis von Antikorpern gegen 
thrombozytflre Antigene, gezeigtJm 

Membran 2, dem Absorptions-Pad 3 und dem zweidimensionalen, in Stegform ausgefuhrten Dichtelement 4. Dabei ist 
die porose Membran 2 auf der m'rt einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen Tragerschicht 1 fixiert. Ebenso 
ist das Absorptions-Pad 3 auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei ein Teil des Absorptions-Pad 3 mit der porosen Membran 
2 Gberlappt. Das auf der Oberseite der porosen Membran 2 fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezone 5 von der 
ubrigen Membranflache und ermbglicht die gerichtete Verteilung von Probenf lussigkeit und Testreagenzien in die porftse 
Membran 2. Zwischen der Aufgabezone 5 und dem Bereich der porosen Membran 2, der mit dem Absorptions-Pad 3 
in Kontakt stent, ist der Indikatorzonenbereich 6 angeordnet. Dieser wird aus diagonal versetzten, in definierten X- und 
Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen l-IX gebildet, wobei die Indikatorzonen l-lll den Indikatorzo- 
nenbereich "Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene" und die Indikatorzonen IV-IX den Indikatorzo- 
nenbereich "Blutgruppenbestimmung" umfassen und aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone Bindungselement Spezifikation 



Indikatorzonenbereich: Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene 

I Membranproteine Thrombozyten, HPA 1 bb3aa5bb 

II Membranproteine Thrombozyten, HPA 1aa3bb5aa 

III Antikorper Anti-human IgG/IgM 

Indikatorzonenbereich: Blutgruppenbestimmung 

IV AntikBrper Anti-A (monoklonal) 

V Antikorper Anti-B (monoklonal) 
V| Antik6rper Anti-AB (monoklonal) 
VII Antikorper Anti-D (monoklonal) 
ViH Antikorper Anti-CDE (monoklonal) 

IX Antik&rper Anti-Erythrozyten (polyklonal) 



[0080] Indikatorzone III ist die Kontrolle (ctl) fur den Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene und 
enthalt anti-human IgG/IgM Antikorper. Indikatorzone IX ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt 
polyklonale anti-Erythrozyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu alien ubrigen Indikatorzonen. 
[0081] In Fig. 1 1 wird beispielhaft eine perspektivische Darstellung einer erfindungsgemaBen Vorrichtung fur Lateral- 
Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss fur die simultane Bestimmung von Blutgruppenbestimmung und Serumgegenprobe 
gezeigt. Im vorliegenden Beispiel besteht die Vorrichtung aus einer Tragerschicht 1 , einer porosen Membran 2a fur die 
Blutgruppenbestimmung, einervon Membran 2a sich unterscheidenden porosen Membran 2b fur die Serumgegenprobe, 
den Absorptions-Pads 3a und 3b, einem dreidimensionalen, in Trogform ausgefuhrten Dichtelement 4, und einem Kon- 
jugat-Pad 6. Dabei sind die porosen Membranen2aund2b auf der mit einem drucksensitiven Acrylatklebstoff versehenen 
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Tragerschicht 1 flxiert. Ebenso sind die Absorptions-Pads 3a und 3b auf der Tragerschicht 1 fixiert, wobei je ein Teil der 
Absorptions-Pads 3a und 3b mit den porosen Membranen 2a und 2b uberlappen. Das auf der Oberseite der porosen 
Membran 2a und 2b fixierte Dichtelement 4 separiert die Aufgabezonen 5a bzw. 5b von den ubrigen Membranflachen 
und ermftglicht die gerichtete Verteiiung von Probenflussigkeit und Testreagenzien in die por6sen Membranen 2a und 
2b. Zwischen der Aufgabezone 5a und dem Bereich der porosen Membran 2a, der mit dem Absorptions-Pad 3a in 
Kontakt stent, ist der indikatorzonenbereich 7a (Blutgruppenbestimmung) angeordnet. Dieserwird aus diagonal ver- 
setzten, in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktformigen Indikatorzonen I - V! gebildet, wobei die Indi- 
katorzonen des Indikatorzonenbereiches 7a aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


I 


Antikorper 


Anti-A (monoklona!) 


II 


Antikorper 


Anti-B (monoklonal) 


III 


Antikorper 


Anti-AB (monoklonal) 


IV 


Antikorper 


Anti-D (monoklonal) 


V 


Antikorper 


Anti-CDE (monoklonal) 


VI 


Antikflrper 


Anti-Erythrozyten (polykional) 



[0082] Die Indikatorzone VI ist die Kontrolle (ctl) fur die Blutgruppenbestimmung und enthalt polyklonale anti-Erythro- 
zyten Antikorper. Sie befindet sich distal angeordnet zu den Indikatorzonen l-V. 

[0083] Zwischen der Aufgabezone 5b und dem Bereich der porosen Membran 2b, der mit dem Absorptions-Pad 3b 
in Kontakt steht, ist der Indikatorzonenbereich 7b (Serumgegenprobe) angeordnet. Dieserwird aus diagonal versetzten, 
in definierten X- und Y-Positionen angeordneten, punktf6rmigen Indikatorzonen VII - IX gebildet, wobei die Indikatorzonen 
des Indikatorzonenbereiches 7b aus den folgenden Bindungselementen bestehen: 



Indikatorzone 


Bindungselement 


Spezifikation 


VII 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe A 


VIII 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe B 


IX 


Erythrozyten-Ghosts 


Blutgruppe 0 (Kontrolle) 



[0084] In Fig. 12 wird eine Explosionsdarstellung der in Fig. 11 dargestellten erfindungsgemaBen Vorrichtung fur 
Lateral-Fluss-Tests mit bidirektionalem Fluss gezeigt, die aus den Komponenten Tragerschicht 1 , einer porosen Mem- 
bran 2a fur die Blutgruppenbestimmung, einer von Membran 2a sich unterscheidenden porosen Membran 2b fur die 
Serumgegenprobe, den Absorptions-Pads 3a und 3b, einem dreidimensionalen, in Trogform ausgefuhrten Dichtelement 
4, und einem Konjugat-Pad 6 bestehen. Die Probenaufgabezone erstreckt sich uber beide porosen Membranen mit der 
Probenaufgabezone5aderMembran2aundderProbenaufgabezone5bderMembran2bundwirddurchdasinTrogform 
ausgefuhrte Dichtelement 4 von den ubrigen Flachen der Membranen 2a und 2b separiert. Die Membran 2a enthalt den 
Indikatorzonenbereich 7a mit den von proximal nach distal diagonal versetzt angeordneten Indikatorzonen l-VI, wahrend 
die Membran 2b den Indikatorzonenbereich 7b mit den von proximal nach distal diagonal versetzt angeordneten Indi- 
katorzonen VIl-IX enthalt. 

Beispiele 

Belsplel 1: Simultane Blutgruppenbestimmung (direkter Assay) und Serumgegenprobe (direkter Bindungsassay) 
Herstellung derTeststreifen: 

[0085] Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich und einem Absorptionsbe- 
reich. Membranen der Sorte Millipore Hi Flow Plus 065 werden in Streifen auf eine GroBe von 15 mm x 35 mm (Brei- 
te/Lange; x/y) zurechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) aufgeklebt. Diagonal 
versetzt werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indikatorzonenbereiche "Serumgegenprobe" (proximal zur 
Aufgabezone angeordnet) und Blutgruppenbestimmung (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 0,2 Punkte 
der verschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 
[0086] Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe** - Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blut- 
gruppe A1, Blutgruppe A2, Blutgruppe B und Blutgruppe 0 (hergestellt aus Erythrozytenkonzentraten)sowie Anti-human 
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IgG/IgM Antikorper (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, I-3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonen- 
bereich "Blutgruppenbestimmung" - Anti-A Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon 
ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); anti-Ery- 
throzyten Antik6rper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

5 [0087] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Serumgegenprobe" startet mit Ery- 
throzyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A1 in Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen Bindungselemente 
werden iterierend in Abstanden von x=2,5 mm/y=1,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blut- 
gruppe A1 dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphos- 
phatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM AntikSrper als 1:1 Gemisch in Konzentration von 50 

10 ^g/rnl in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

[0088] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches ,l Blutgruppenbestimmung ,, startet mit 
dem Anti-A Antikorper in Position x=3 mm/y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden 
von x=3 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdunnungen der Antikorper erfolgen in 
15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antik&rper 1:3, anti-B Antikorper 1:2, anti- 

15 AB Antikorper 1 :4, anti-RBC Antikorper 1 :3. 

[0089] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieGend bei konstanter Luftfeuchte bis zurTestdurchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird 
ein mit der Membran urn 3 mm uberlappendes 1 5x1 5 mm groBes Absorptions-Pad (Schleicher & Schull, 300) aufgeklebt. 
Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm uber die 

20 gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

[0090] Als Biutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen Test werden 100 p,l unver- 
25 dunntes bzw. 1 :3 Oder 1 :6 in Verdunnungspuffer (Enlisstl!, Medion Diagnostics Oder Diluent 1 , DiaMed) verdiinntes Blut 
in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone veriassen hat, wird zweimalig mit 100 (xl Enlisstll 
gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der Membran zu entfernen. Im AnschluB werden 50 mJ anti-!gG/A/M 
konjugierteGoldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800,CGIGG-0800,CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt 
in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch 
30 farbigej 00 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn die Gold- 
partikel die Aufgabezone veriassen haben, wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 1 00 Enlisstll gewa- 
schen. 

Ergebnis: 

35 

[0091] 

(a) Kontrollen : Der Test ist gultig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone IX, Indikatorzonenbereich "Blutgrup- 
penbestimmung") ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-lgG/lgM-Kontrolle (Indikator- 

40 zone V, Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe") charakteristisch purpurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der 

verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. 

(b) Testergebnisse : Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 
den entsprechenden Positionen im Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die 

45 fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoagglutinine sind im Indikator- 

zonenbereich "Serumgegenprobe" durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte 
oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind keine 
sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu erkennen. 

50 Beispiel 2: Simultanbestimmung von Blutgruppen (direkter Assay) und Serumgegenprobe (Kompetitionsassay) 
Herstellung derTeststreifen: 

[0092] DieTeststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, zwei Indikatorzonenbereichen zu beiden Seiten der Aufga- 
55 bezone und zwei Absorptionsbereichen. Membranen derSorte Millipore HiFlow Plus 065 und HiFlow Plus 140 werden 
in Streifen auf eine GrofBe von 15 mm x 20 mm (Breite/Lange; x/y) zurechtgeschnitten und nebeneinander auf eine 
Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) aufgeklebt. Auf der Hi Flow Plus 1 40 Membran wird zusatzlich ein Konjugat 
Pad, in das anti-A/anti-B/anti-H konjugierte Goldpartikel eingetrocknet sind, so aufgebracht, dass es sich zwischen 
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Dichtelement (Klebestreifen) und Indikatorzonen befindet. Anstelle der Goldpartikel k6nnen auch farbige, 100 bis 400 
nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Diagonal versetzt werden im Indika- 
torzonenbereich "Blutgruppenbestimmung", der sich auf der HiFlow Plus 065 Membran befindet, je 0,2 \i\ Punkte fol- 
gender Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: Anti-A Antikcrper 
- Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikbrper - 
Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 01 0062); anti-Erythrozyten Antikorper (Rabbit IgG Fraction of anti Human 
RBC, Rockland, 209-4139). 

[0093] In gleicher Weise werden im Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe", der sich auf der HiFlow Plus 140 
Membran befindet, - Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Blutgruppe A, Blutgruppe B und Blutgruppe 0 (herge- 
stellt aus Erythrozytenkonzentraten) aufgetragen. 

[0094] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Serumgegenprobe" startet mit Ery- 
throzyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A in Position x=3 mm/ y=1 0 mm. Alle anderen Bindungselemente werden 
iterierend in Abstanden von x=3 mm/ y=1 ,5 mm zur Position der Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A 
dispensiert. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1 -0.5 %ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 
7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

[0095] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Blutgruppenbestimmung" startet mit 
dem Anti-A Antikorper in Position x=2,5 mm/y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden 
von x=2 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die Verdunnungen der Antikorper erfolgen in 
1 5 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 1 0% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1 :3, anti-B Antikorper 1 :2, anti- 
AB Antikorper 1 :4, anti-RBC Antikorper 1 :3. 

[0096] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zurTestdurchfuhrung aufbewahrt. An den beiden zur Aufgabezone distalen 
Enden wird ein mit der Membran urn 3 mm uberlappendes 15x15 mm groBes Absorptions-Pad (Schleicher & Schull, 
300) aufgeklebt. Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position 
y=5 mm uber die gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testa nsatz: 

[0097] Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen Test werden 1 00 pj unver- 
diinntes bzw. 1 :3 oder 1 :6 in Verdunnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics oder Diluent 1 , DiaMed) verdunntes Blut 
in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone veriassen hat, wird zweimalig mit 100 (xl Enlisstll 
gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der Membran zu entfernen. 

Ergebnis: 

[0098] 

(a) Kontrollen : Der Test ist gQltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung H ) 
ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die Erythrozyten-Blutgruppe 0 Kontrolle (Indikatorzonen- 
bereich "Serumgegenprobe") charakteristisch purpurn (Goldpartikel) oder in der Farbe der verwendeten Polysty- 
rolpartikel gefarbt ist. 

lb) Testerqebnisse : Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 
den entsprechenden Positionen im Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die 
fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoagglutinine sind im Indikator- 
zonenbereich "Serumgegenprobe" durch das Fehlen der entsprechenden Bande gekennzeichnet. Bei Abwesenheit 
eines Isoagglutinins ist die entsprechende Bande charakteristisch angefarbt. 

Beispiel 3: Simultane Blutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikorpersuch-Test bei Empfangern 
Hersteilung derTeststreifen: 

[0099] Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich und einem Absorptionsbe- 
reich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 werden in Streifen auf eine GroBe von 20 mm x 35 mm (Brei- 
te/Lange; x/y) zurechtgeschnitten und auf eine Tragerschicht (Backing Sheet, z. B. von G&L) aufgeklebt. Diagonal 
versetzt werden im Indikatorzonenbereich, dersich in die Indikatorzonenbereiche "Serumgegenprobe/ Antikbrpersuche" 
(proximal zur Aufgabezone angeordnet) und "Blutgruppenbestimmung" (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 
0,2 |il Punkte derverschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufge- 
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tragen: 

[0100] Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe/Antikorpersuche" - Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der 
Spezifikation Blutgruppe A1, Blutgruppe A2, Blutgruppe B, Blutgruppe 0, Blutgruppe 0 Rh-Formel R^w (Suchzelle 1), 
Blutgruppe 0 Rh-Formel R 2 R 2 (Suchzelle 2), Blutgruppe 0 Rh-Formel R^ (Suchzelle 3), sowie Anti-human IgG/IgM 
5 (Goat ant) human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, 1-3382, 1 -0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich "Blutgruppen- 
bestimmung" - Anti-A Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon ES-4 (Serologicals, 
NCA0201); Anti-AB Antikorper- (Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); anti-Erythrozyten Antikorper 
(Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

[0101] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Serumgegenprobe" startet mit Ery- 
10 throzyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A1 in Position x=3 mm/ y=1 0 mm, die Positionierung der Erythrozyten- 
Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A2, B, 0 folgt iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=1 ,5 mm. Die Positionierung 
der Erythrozyten-Ghosts der Suchzelle 1 erfolgt in Position x=11 mm/y=10 mm, die Positionierung der Erythrozyten- 
Ghosts der Suchzellen 2 und 3 sowie des humanen IgG/IgM iterierend In Abstanden von x=2 mm/y=1,5 mm. Die 
Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspensionen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) 
15 Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper als 1:1 Gemisch In Konzentration von 50 pg/ml in 15 mM Kaliumphos- 
phatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

[0102] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Blutgruppenbestimmung" startet mit 
dem Anti-A Antikorper in Position x=4. mm/y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden 
von x=4 mm/ y=1,5 mm zur Position des anti-A Antikorpers dispensiert. Die VerdQnnungen der Antikbrper erfolgen in 
20 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1 :3, anti-B Antikorper 1:2, anti- 
AB Antikorper 1 :4, anti-RBC Antikorper 1 :3. 

[0103] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zurTestdurchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird 
ein mit der Membran urn 3 mm Oberlappendes 20x1 5 mm groBes Absorptions-Pad (Schleicher & SchUII, 300) aufgeklebt. 
25 Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=5 mm uber die 
gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testa nsatz: 

30 [0104] Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen Test werden 120 pi unver- 
diinntes bzw. 1 :3 oder 1 :6 in Verdunnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics Oder Diluent 1 , DiaMed) verdunntes Blut 
in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zweimalig mit 120 pi Enlisstll 
gewaschen urn ungebundene Erythrozyten aus der Membran zu entfernen. Im AnschluB werden 75 pi anti-lgG/A/M 
konjugierte Goldpartikel (20 bis 40 nm, Arista Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800.CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt 

35 in TBS, 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch 
farbige! 1 00 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn die Gold- 
partikel die Aufgabezone verlassen haben, wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 120 pi Enlisstll gewa- 
schen. 

40 Ergebnis: 

[0105] 

(a) Kontrollen: Der Test ist gultig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone XII, Indikatorzonenbereich "Blutgrup- 
45 penbestimmung") ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die antMgG/lgM-Kontrolle (Indikator- 

zone VIII, Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe/Antikorpersuche") charakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder 
in der Faroe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. Die anti-lgG/lgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt 
sein, so dass bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikorper hat, die Anfarbung dieser Indi- 
katorzone bei volligerAbwesenheitandererSignale im Indikatorzonenbreich "Serumgegenprobe/Antikorpersuche" 
so auf eine korrekte Testdurchfuhrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) ist eine 

negative Kontrolle fur Isoagglutinine. Eine Anfarbung dieser Indikatorzone bedeutet, dass neben Isoagglutininen 
auch irregulare Antikorper vorhanden sein mussen, d. h. dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII 
ebenfalls angefarbt sein muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungultig. 

55 Testerqebnisse : Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 

den entsprechenden Positionen im Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die 
fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoagglutinine sind im Indikator- 
zonenbereich "Serumgegenprobe" durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte 
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Oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind keine 
sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu erkennen. Bei Vorhandensein eines irre- 
gularen Antikorpers sind ein, zwei oder alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1 , 
2 Oder 3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe der verwendeten Polysty- 
5 rolpartikel erkennbar. 

Beispiel 4: Simultane Biutgruppenbestimmung, Serumgegenprobe und Antikoipersuch-Test fur Spender 
Herstellunq derTeststreifen: 

10 

[0106] Der grundsatzliche Aufbau der Teststreifen entspricht dem Teststreifenaufbau in Beispiel 2. Das Format der 
Millipore HiFlow Plus 065 Membran betragt 15 mm x 35 mm (Breite/Lange; x/y). Der Indikatorzonen des Indikatorzo- 
nenbereiches "Biutgruppenbestimmung" entsprechen dem Beispiel 2. Im Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe/ 
AntikSrpersuche" werden je 0,2 jjuI Punkte der folgenden Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. 
15 AD3200 (Biodot) dispensiert: 

[0107] Suspensionen von Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A1 , Blutgruppe A2, Blutgruppe B, Blut- 
gruppe 0, Erythrozytenghosts aus einem Gemisch der Suchzellen 1-3 (siehe Beispiel 2), sowie Anti-human IgG/IgM 
(Goatanti human IgG, Goatanti human IgM, Sigma, I-3382, 1-0759) als Kontrolle. 

[0108] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Serumgegenprobe/Antik6rpersuche" 

20 starlet mit Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A1 in Position x=2,5 mm/ y=1 0 mm, die Positionierung der 
Erythrozyten-Ghosts der Spezifikation Blutgruppe A2, B, 0 iterierend in Abstanden von x=2 mm/ y=1 ,5 mm. Die Posi- 
tionierung der Erythrozyten-Ghosts des Gemisches der Suchzellen 1 -3 erfolgt in Position x=1 0,5 mm/ y=1 3 mm, die des 
humanen IgG/IgM in Position x=12,5 mm/ y=14,5 mm. Die Erythrozyten-Ghosts werden als 0.1-0.5%ige (v/v) Suspen- 
sionen in 1 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 1 0% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antik&rper als 1:1 Gemisch 

25 in Konzentration von 50 ^g/ml in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

[0109] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Biutgruppenbestimmung" startet mit 
dem Anti-A Antikorper in Position x=3 mm/y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches 
werdeniterierendinAbstandenvonx=3mm/y=1 ,5mm zurPosition des anti-AAntiktirpers dispensiert. DieVerdunnungen 
der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 1 0% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1 :3, 

30 anti-B Antikorper 1 :2, anti-AB Antikorper 1 :4, anti-RBC Antikorper 1 :3. 

[0110] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zurTestdurchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird 
ein mit der Membran urn 3 mm uberlappendes 1 5x1 5 mm grof3es Absorptions-Pad (Schleicher & Schull, 300) aufgeklebt. 
Die Aufgabezone wird durch Aufkieben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm uber die 

35 gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

[0111] Der Testansatz entspricht dem Ansatz in Beispiel 1 . 

40 

Ergebnis : 
[0112] 

45 {a} Kontrollen: Der Test ist gultig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone X, Indikatorzonenbereich "Biutgrup- 

penbestimmung") ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-lgG/lgM-Kontrolle (Indikator- 
zone VI, Indikatorzonenbereich "Serumgegenprobe/ AntikBrpersuche") charakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder 
in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. Die anti-lgG/lgM-Kontrolle muss in jedem Fall angefarbt 
sein, so dass bei einer Person mit Blutgruppe AB, die keine irregularen Antikorper hat, die Anfarbung dieser Indi- 

50 katorzone bei volliger Abwesenheit anderer Signale im Indikatorzonenbreich "Serumgegenprobe/Antikorpersuche" 

auf eine korrekte TestdurchfGhrung verweist. Die Indikatorzone IV (Erythrozyten-Ghosts Blutgruppe 0) ist eine 
negative Kontrolle. Eine Anfarbung dieser Indikatorzone bedeutet, dass neben Isoagglutininen auch irregulare An- 
tikorper vorhanden sein mussen, d. h. dass mindestens eine der drei Indikatorzonen V, VI, VII ebenfalls angefarbt 
sein muss. Ist dies nicht der Fall, so ist der Test ungultig. 

55 

|b} Testerqebnisse: Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene erscheinen an 
den entsprechenden Positionen im Indikatorzonenbereich "Biutgruppenbestimmung" rote Punkte (positiv) oder die 
fast weisse Hintergrundfarbung der Membran (negativ). Die korrespondierenden Isoagglutinine sind im Indikator- 
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zonenbereich "Serumgegenprobe" durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel als purpurfarbene Punkte 
oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel erkennbar. Bei Abwesenheit eines Isoagglutinins sind keine 
sich vom Hintergrund unterscheidenden Signale in diesen Positionen zu erkennen. Bei Vorhandensein eines irre- 
gularen Antikorpers sind ein, zwei oder alle drei der Indikatorzonen mit den Erythrozyten-Ghosts der Suchzellen 1, 
5 2 oder 3 durch das charakteristische Purpur der Goldpartikel angefarbt oder in der Farbe der verwendeten Polysty- 

rolpartikel erkennbar. 

Beispiel 5: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Infektionsmarkern 
10 Herstellung derTeststreifen: 

[0113] Die Teststreifen bestehen aus einer Aufgabezone, einem Indikatorzonenbereich und einem Absorptionsbe- 
reich. Membranen der Sorte Millipore HiFlow Plus 065 werden in Streifen auf eine Gr6Be von 15 mm x 35 mm (Brei- 
te/La^ge;x/y)zurechtgeschnittenundatf Diagonal versetzt 

15 werden im Indikatorzonenbereich, der sich in die Indikatorzonenbereiche "Nachweis von Infektionsmarkern" (proximal 
zur Aufgabezone angeordnet) und "Blutgruppenbestimmung" (distal zur Aufgabezone angeordnet) aufteilt, je 0,2 p\ 
Punkte derverschiedenen Bindungselemente unter Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) aufgetragen: 
[0114] Indikatorzonenbereich "Nachweis von Infektionsmarkern" - Losungen rekombinanter Antigene (Syphilis; TpN 
15, TpN 17, TpN 47), synthetischer Peptide aus Sequenzen der Glykoproteine gp-14, gp-41 (HIV-1; HIV-O) und gp-36 

20 (HIV-2), rekombinante HCV Antigene (C-100, C-200, C33c, C22), monoklonale Antikorper (HBsAg) sowie Anti-human 
IgG/IgM (Goat anti human IgG, Goat anti human IgM, Sigma, I-3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonenbereich "Blut- 
gruppenbestimmung" - Anti-A Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon ES-4 (Sero- 
logicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); Anti-D Antikorper - 
Klone LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-CDE Antikorper - Klone MS-24/MS-201/MS 80/MS-258 (Serologicals), Anti-Erythro- 

25 zyten Antikorper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). 

[0115] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Nachweis von Infektionsmarkern" 
startet mit synthetischen Peptiden der Spezifitat HIV-1 (gp-14, gp-41) in Position x=2,5 mm/ y=10 mm. Alle anderen 
Bindungselemente werden "rterierend in Abstanden von x=2 mm/y=1 ,5 mm zur Position der Indikatorzone I dispensiert. 
Die Bindungselemente der Indikatorzonen l-V werden in geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer 

30 P H 7,5, 10% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM Antikorper in einer Konzentration von 50 jig/ml in 15 mM Kaliump- 
hosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 

[0116] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Blutgruppenbestimmung" startet mit 
dem Anti-A Antikorper in Position x=2,5 mm/y=20 mm. Alle anderen Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches 
werden iterierend in Abstanden von x=2mm/y=1, 5 mmzurPosition des anti-AAntik6rpers dispensiert. DieVerdunnungen 
35 der Antikorper erfolgen in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol) wie folgt: Anti-A Antikorper 1:3, 
anti-B Antikorper 1 :2, anti-AB Antikorper 1 :4, anti-RBC Antikorper 1 :3. 

[0117] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zur TestdurchfOhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird 
ein mit der Membran urn 3 mm iiberlappendes 1 5x1 5 mm groBes Absorptions-Pad (Schleicher & Schull, 300) aufgeklebt. 
40 Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm uber die 
gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

45 [0118] Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen Test werden 100 (jj unver- 
dQnntes bzw. 1 :3 bzw. 1 :6 in VerdOnnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics oder Diluent 1 , DiaMed) verdunntes Biut 
in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zweimalig mit 100 \l\ Enlisstll 
gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der Membran zu waschen. 

[0119] Im AnschluB werden 50 |il eines Gemisches aus anti-lgG/A/M konjugierten Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista 
50 Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, CGiGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, 
sowie anti-HbsAg konjugierten Goldpartikeln (Arista Biologicals, ABHBS-0500) in geeigneter Verdunnung auf die Auf- 
gabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel kflnnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel verwendet 
werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn diese die Aufgabezone verlassen haben, wird die Membran 
nochmals ein- oder zweimalig mit 100 \i\ Enlisstll gewaschen. 

55 

Ergebnis: 

[0120] Der Test istguitig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone XI I, Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestim- 
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mung") ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-lgG/lgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, Indika- 
torzonenbereich "Nachweis von Infektionsmarkern") charakteristisch pupurn (Goldpartikel) oder in der Faroe der ver- 
wendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit der jeweiligen Blutgruppenantigene 
erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte (positiv) oder die fast weisse Hintergrundfarbung der Mem- 

5 bran (negativ). Bei Vorhandensein von Antikorpern gegen HIV-1, HIV-2, Syphilis bzw. von Hepatitis B surface Antigen 
(HBsAg) ist die jeweilige Position durch das fur Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt und als purpurfarbene 
Punkte erkennbar. Wenn Polystyrolpartikel als lndikator-Partikelverwendetwerden,ist die jeweilige Position in der Farbe 
der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt. Im weitaus haufigsten Fall, namlich einer negativen Reaktion fur alle Infek- 
tionsmarker, wird nur die anti-lgG/lgM-Kontrolle (Indikatorzone VI, Indikatorzonenbereich "Nachweis von Infektions- 

10 markern") angefarbt. 

Beispiel 6: Simultane Blutgruppenbestimmung und Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene 
Herstellunq derTeststreifen: 

15 

[0121] Der grundsatzliche Aufbau und das Format derTeststreifen entspricht dem Teststreifenaufbau in Beispiel 4. 
Der Indikatorzonenbereich untergliedert sich in die Indikatorzonenbereiche "Blutgruppenbestimmung n und "Nachweis 
von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene". Es werden je 0,2 [i\ Punkte der folgenden Bindungselemente unter 
Verwendung eines Dispensers, z.B. AD3200 (Biodot) dispensiert: 

20 [0122] Indikatorzonenbereich "Nachweis von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene" - Membranproteine von 
Thrombozyten der Blutgruppe 0 mit distinkten HPA-Antigenprofilen wie HPA 1bb3aa5bb und HPA 1aa3bb5aa sowie 
Anti-human IgG/IgM (Goatanti human IgG, Goatanti human IgM, Sigma, 1-3382, 1-0759) als Kontrolle; Indikatorzonen- 
bereich "Blutgruppenbestimmung" - Anti-A Antikorper - Klon Birma-1 (Serologicals, TLJ0105); Anti-B Antikorper - Klon 
ES-4 (Serologicals, NCA0201); Anti-AB Antikorper - Klone AB6, AB26, AB92 (Medion Diagnostics, 010062); Anti-D 

25 Antikorper - Klone LDM3/ESD1 (SNBTS), Anti-CDE Antikorper - Klone MS-24/MS-201/MS 80/MS-258 (Serologicals), 
Anti-Erythrozyten Antikorper (Rabbit IgG Fraction of anti Human RBC, Rockland, 209-4139). Als Alternative zu den 
Membranproteinen der Thrombozyten konnen auch rekombinante Antigene mit den entsprechenden Merkmalsauspra- 
gungen (HPA-Antigenprofile) aufgetragen werden. 

[0123] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Nachweis von Antik6rpern gegen 
30 thrombozytare Antigene" startet mit Membranproteinen Antigenprofii HPA 1bb3aa5bb in Position x=4 mm/ y=10 mm. 
Alle anderen Bindungselemente werden iterierend in Abstanden von x=3,5 mm/y=2 mm zur Position der Indikatorzone 
I dispensiert. Die Bindungselemente der Indikatorzonen I und II werden in geeigneten Konzentrationen in 15 mM Kali- 
umphosphatpuffer pH 7,5, 1 0% (v/v) Methanol, die anti-human IgG/IgM AntikGrper in einer Konzentration von 50 ng/ml 
in 15 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 10% (v/v) Methanol dispensiert. 
35 [0124] Die Positionierung der Bindungselemente des Indikatorzonenbereiches "Blutgruppenbestimmung" entspricht 
dem Beispiel 4. 

[0125] Die Membranen werden nach dem Dispensieren der Bindungselemente fur 20 min bei 40°C getrocknet und 
anschlieBend bei konstanter Luftfeuchte bis zurTestdurchfuhrung aufbewahrt. Am zur Aufgabezone distalen Ende wird 
ein mit der Membran urn 3 mm uberlappendes 1 5x1 5 mm groBes Absorptions-Pad (Schleicher & Schull, 300) aufgekiebt. 
40 Die Aufgabezone wird durch Aufkleben eines 1-2 mm breiten Klebestreifens (Tesa 4124) in Position y=6 mm iiber die 
gesamte Membranbreite von der ubrigen Membran separiert. 

Testansatz: 

45 [0126] Als Blutproben werden antikoagulierte Vollblute verwendet. Fur den eigentlichen Test werden 100 \i\ unver- 
dunntes bzw. 1 :3 bzw. 1 :6 in Verdunnungspuffer (Enlisstll, Medion Diagnostics oder Diluent 1 , DiaMed) verdunntes Blut 
in die Aufgabezone aufgetragen. Wenn das Blut die Aufgabezone verlassen hat, wird zweimalig mit 100 \i\ Enlisstll 
gewaschen, urn ungebundene Erythrozyten aus der Membran zu waschen. 

[0127] Im AnschluB werden 50 |il eines Gemisches aus anti-lgG/A/M konjugierten Goldpartikeln (20 bis 40 nm, Arista 
50 Biologicals, CGIGA-0800, CGIGG-0800, CGIGM-0800), 1:10 (v/v) verdunnt in TBS , 0.08 % Gelatine, 0.5 % Albumin, 
auf die Aufgabezone aufgetragen. Anstelle der Goldpartikel konnen auch farbige, 100 bis 400 nm Polystyrolpartikel 
verwendet werden, z.B. von Merck Eurolab France/Estapor. Wenn die Goldpartikel die Aufgabezone verlassen haben, 
wird die Membran nochmals ein- oder zweimalig mit 100 fjul Enlisstll gewaschen. 

55 Ergebnis: 

[0128] DerTest ist gQltig, wenn die anti-RBC Kontrolle (Indikatorzone IX, Indikatorzonenbereich "Blutgruppenbestim- 
mung") ein deutlich positives Signal (Roter Punkt) zeigt und wenn die anti-lgG/lgM-Kontrolle (Indikatorzone 111, Indika- 
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torzonenbereich "Nachweis von Antiktirpern gegen thrombozytare Antigene") charakteristisch pupum (Goldpartike!) 
Oder in der Farbe der verwendeten Polystyrolpartikel gefarbt ist. Je nach Anwesenheit oder Abwesenheit derjeweiligen 
Blutgruppenantigene erscheinen an den entsprechenden Positionen rote Punkte (posltiv) oder die fast weisse Hinter- 
grundfarbung der Membran (negativ). Bei Vorhandensein von Antikorpern gegen thrombozytare Antigene ist die jeweilige 
5 Position durch das fur Gold-Partikel charakteristische Purpur angefarbt und als purpurfarbene Spots erkennbar. Wenn 
Polystyrolpartikel als Indikator-Partikel verwendet werden, ist die jeweilige Position in der Farbe der verwendeten Po- 
lystyrolpartikel gefarbt. 



10 Patentanspruche 

1. Vorrichtung zum gleichzeitigen, qualitativen oder quantitativen Bestimmen mehrerer Analyten, wobei wenigstens 
ein Analyt ein zellular-gebundener Analyt ist, in einer flussigen Probe, wobei fur die Bestimmung mindestens zwei 
Sorten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen mindestens eine Sorte Erythrozyten sind, umfassend: 

15 

- eine Aufgabezone (5) zum Auftragen der flussigen Probe, 

- eine zum Eindringen von zellularen Komponenten geeignete porose Membran (2) mit mindestens zwei Indi- 
katorzonen auf der Membran, die mit dem/den Analyten in Wechselwirkung treten konnen und 

- mindestens einem Absorptionsbereich (3) auf der Membran, welcher die FIQssigkeit nach Passieren der 
20 Indikatorzonen aufnimmt, 

wobei die Indikatorzonen zwischen der Aufgabezone (5) und einem Absorptionsbereich (3) liegen, wobei die 
FlieBrichtungen von der Aufgabezone (5) durch die jeweiligen Indikatorzonen zu einem Absorptionsbereich (3) 
(FlieRspuren) im Wesentlichen parallel sind und mindestens zwei unterschiedliche FlieBspuren vorliegen, wobei 
25 die Membran eine erste Indikatorzone umfasst, die ein Bindungselement zur Bindung eines zellular-gebundenen 

Analyten enthalt und die Membran eine zweite Indikatorzone umfasst, die ein Bindungselement zur Bindung eines 
im Plasma enthaltenen Analyten enthalt. 

2. Vorrichtung nach Anspruchl, wobei die Indikatorzonen so angeordnet sind, dassdie Probenflussigkeit pro FlielBspur 
30 nicht mehr als eine Indikatorzone durchstromt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 , wobei die Indikatorzonen in einer diagonalen, V-, W-, M-, N-f6rmigen oder linearen 
Relhe angeordnet sind. 

35 4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei mindestens zwei Reihen von Indikatorzonen in FlieBrichtung 
hintereinander und/oderseitlich versetzt angeordnet sind und die Indikatorzonen derverschiedenen Reihen zuein- 
ander auf Lucke angeordnet sind, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur nicht mehr als eine Indikatorzone 
durchstr&mt. 

40 5. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 3, wobei mindestens zwei Reihen von Indikatorzonen in FlieBrichtung hinterein- 
ander und/oder seitlich angeordnet sind und die Indikatorzonen der verschiedenen Reihen zueinander nicht auf 
Lucke angeordnet sind, so dass die Probenflussigkeit pro FlieBspur mehr als eine Indikatorzone durchstromt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 1 bis 3, wobei mindestens 2 Gruppen von Indikatorzonen angeordnet sind, welche von 
45 der Aufgabezone her in unterschiedlichen Fliessrichtungen liegen. 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 6, wobei die Indikatorzonen AntikSrperbzw. Antikorperfragmente bzw. 
Lektine, Antigene bzw. Antigen-Epitope und/oder Zellen bzw. Zellfragmente umfassen. 

so 8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente 
gegen Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope und Membranen bzw. Zellfragmente von Blutgruppe A1, A2, B 
und/oder 0 Erythrozyten umfassen. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen Antikorper bzw. Antikorper-Fragmente 
55 gegen Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope und synthetische Peptide, rekombinante Antigene und/oder An- 

tik5rper bzw. Antikorper-Fragmente gegen infektittse Marker umfassen. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Indikatorzonen Antikfirper bzw. Antik6rper-Fragmente 
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gegen Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope und Fragmente von Thrombozyten und/oder Lymphozyten um- 
fassen. 

11. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 10, wobei die Membran oder die Membranen (2) aus Polyethylen, 
5 Nitrozellulose oder Nylon, bestehen. 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 1 1 , wobei hinter der Aufgabezone (5) und vor den Indikatorzonen auf 
der Membran (2) mindestens ein Dichtelement (4) angeordnet ist. 

10 13. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 1 bis 12, wobei hinter dem Dichtelement (4) und vor den Indikatorzonen 
mindestens ein Konjugat-Pad aufgebracht ist. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei die Komponenten der Vorrichtung zur mechanischen Ver- 
starkung auf eine Tragerschicht (1) aufgebracht sind. 

15 

15. Vorrichtung nacheinem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Komponenten derVorrichtungineinemGehauseintegriert 
sind. 

16. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11 zur Analyse von Blut. 

20 

17. Verwendung nach Anspruch 1 6, wobei die Analyse eine simultane Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und 
Serumgegenprobe und/oder Antiko rpersuch-Test ist. 

18. Verwendung nach Anspruch 16, wobei die Analyse eine simultane Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und 
25 des Nachweises von infektionsserologischen Markern bzw. Fragmenten davon ist. 

19. Verwendung nach Anspruch 1 6, wobei die Analyse eine simultane Durchfuhrung der Blutgruppenbestimmung und 
des Nachweises von Antikorpern gegen Blutzellen, insbesondere anti-Thrombozyten oder anti-Lymphozyten Anti- 
kbrper, bzw. jeweils Fragmenten davon ist. 

30 

20. Verfahren zur Bestimmung mehrerer Analyten oder deren Derivate in einerflussigen Probe, umfassend: 

das Auftragen der Probe auf die Aufgabezone (5) mindestens einer Membran (2) der Vorrichtung nach einem 
der vorangegangenen AnsprQche 1 bis 15, wobei diese Probe in ausreichender Menge vorliegt, urn die Pro- 
35 benflussigkeit dazu zu veranlassen, in Richtung Absorptionsbereich (3) durch die Indikatorzonen zu flie(3en und 

urn die Analyten oder ihre Derivate in der Probenflussigkeit dazu zu veranlassen, in den Indikatorzonen einen 
Komplex zu bilden, und wobei mindestens zwei Sorten Indikatorpartikel verwendet werden, von denen minde- 
stens eine Sorte Erythrozyten sind. 

40 21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Analyte oder deren Derivate Blutgruppenantigene bzw. -antigen-Epitope, 
gegen Blutgruppenantigene gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon, gegen Thrombozyten- oder Leukozyten 
gerichtete Antikorper bzw. Fragmente davon oder gegen infektiose Agenzien gerichtete Antikorper bzw. Fragmente 
davon oder Antigene infektioser Agenzien bzw. Antigen-Epitope sind. 

45 22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei die Analyte oder deren Derivate Antigene bzw. Antigen-Epitope der 
Blutgruppensysteme ABO, Rh und Kell umfassen. 

23. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei die Analyte oder deren Derivate Antikorper bzw. Fragmente davon 
gegen Thrombozyten und/oder Lymphozyten umfassen. 

50 

24. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21 , wobei die Analyte oder deren Derivate Antikorper bzw. Fragmente davon 
gegen bakterielle und/oder virale Agenzien bzw. virale oder bakterielle Antigene bzw. Antigen-Epitope umfassen. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 24, wobei die flussigen Proben aus Vollblut, Blutzell-Konzentrat, Serum, 
55 Plasma und/oder Testflussigkeit, beispielsweise Kontrollserum oder Kontrollzellen, bestehen. 
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Claims 

1 . A device for the simultaneous and qualitative or quantitative determination of a plurality of analytes, wherein at least 
one analyte is a cellularly bonded analyte, in a liquid sample, wherein for the determination at least two types of 

5 indicator particles are used of which at least one type being erythrocytes, comprising: 

- an application zone (5) for the application of the liquid sample, 

- a porous membrane (2) which facilitates the influx of cellular components with at least two indicator zones on 
the membrane, which are able to interact with the analyte(s) and 

w - at least one absorption region (3) on the membrane which takes up the liquid after having passed the indicator 

zones, 

wherein the indicator zones are located between the application zone (5) and the absorption region (3), wherein the 
flow directions from the application zone (5) through the respective indicator zones towards an absorption region 
15 (3) (flowtracks) are substantially parallel andthatat leasttwo differentflowtracks are present, wherein the membrane 

comprisesafirst indicatorzone containing abondingelementforbindingacellularly bound analyte andthe membrane 
comprises a second indicator zone containing a bonding element for binding an analyte contained in the plasma. 

2. The device according to claim 1 , wherein the indicator zones are so arranged that the test liquids for any one flow 
20 track flow through not more than one indicator zone. 

3. The device according to claim 1 , wherein the indicator zones are arranged in a diagonal V-, W-, M-, N-shaped or 
linear row. 

25 4. The device according to any one of claims 1 to 3, wherein at least two rows of indicator zones are arranged in the 
flow direction one behind the other and/or laterally staggered and the indicator zones of the different rows are 
arranged in relation to one another with a gap there between so that the test liquid for any one flow track flows 
through not more than one indicatorzone. 

30 5. The device according to claim 1 or 3, wherein at least two rows of indicator zones are arranged in the flow direction 
one behind the other and/or side by side and the indicator zones of the different rows in relation to one another are 
arranged without a gap there between so that the test liquid for any one flow track passes through more than one 
indicator zone. 

35 6. The device according to claim 1 to 3, wherein at least two groups of indicator zones are arranged which are disposed 
starting from the application zone in different flow directions. 

7. The device according to any one of claims 1 to 6, wherein the indicator zones comprise antibodies or antibody 
fragments or lectines, antigens or antigen epitopes and/or cells or cell fragments. 

40 

8. The device according to any one of the claims 1 to 7, wherein the indicator zones comprise antibodies or antibody 
fragments against blood group antigens or antigen epitopes and membranes or cell fragments of blood groups A1 , 
A2, B and/or O erythrocytes. 

45 9. The device according to any one of claims 1 to 7, wherein the indicator zones comprise antibodies or antibody 
fragments against blood group antigens or antigen epitopes and synthetic peptides, recombinant antigens and/or 
antibodies or antibody fragments against infective markers. 

10. The device according to any one of claims 1 to 7, wherein the indicator zones comprise antibodies or antibody 
so fragments against blood group antigens or antigen epitopes and fragments of thrombocytes and/or lymphocytes. 

1 1 . The device according to any one of claims 1 to 1 0, wherein all the membranes (2) consist of polyethylene, nitrocel- 
lulose or nylon. 

55 12. The device according to any one of claims 1 to 1 1 , wherein downstream of the application zone (5) and upstream 
of the indicator zones at least one sealing element (4) is provided on the membrane (2). 

13. The device according to any one of claims 1 to 12, wherein downstream of the sealing element (4) and upstream 
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of the Indicator zones at least one conjugate pad is applied. 

14. The device according to any one of claims 1 to 13, wherein the components of the device have been applied onto 
a support layer (1) for mechanical reinforcement. 

1 5. The device according to any one of claims 1 to 1 4, wherein the components of the device are integrated in a casing. 

16. Use of the device according to any one of claims 1 to 11 for the analysis of blood. 

17. Use according to claim 16, wherein the analysis is a simultaneous performance of blood group determinations and 
serum reverse grouping and/or antibody detection test. 

18. Use according to claim 16, wherein the analysis is a simultaneous performance of blood group determinations and 
the detection of infection serological markers or fragments thereof. 

19. Use according to claim 16, wherein the analysis is a simultaneous performance of blood group determinations and 
the detection of antibodies against blood cells, in particular anti-thrombocyte or ant-lymphocyte antibodies or the 
respective fragments thereof. 

20. A process for the determination of a plurality of analytes or their derivatives in a liquid sample, comprising: 

the application of the sample onto the application zone (5) of at least one membrane (2) of the device according 
to any one of the preceding claims 1 to 15, wherein this sample is present in adequate amounts in order to 
induce the test liquid to flow in the direction of the absorption region (3) through the indicator zones and to 
induce the analytes or their derivatives in the test liquid to form a complex in the indicator zones, wherein at 
least two types of indicator particles are used of which at least one type being erythrocyte. 

21 The process according to claim 20, wherein the analytes or their derivatives are blood group antigens or antigen 
epitopes antibodies directed against blood group antigens or fragments thereof, antibodies or fragments thereof 
directed against thrombocytes or leukocytes or antibodies or fragments thereof directed against infective agents or 
antigens of infective agents or antigen epitopes. 

22. The process according to claims 20 or 21, wherein the analytes or their derivatives include antigens or antigen 
epitopes of the blood group systems ABO, Rh and Kell. 

23. The process according to claims 20 or 21, wherein the analytes or their derivatives include antibodies or fragments 
thereof against thrombocytes and/or lymphocytes. 

24. The process according to claims 20 or 21 , wherein the analytes or their derivatives include antibodies or fragments 
thereof against bacterial and/or viral agents or viral or bacterial antigens or antigen epitopes. 

25. The process according to any one of claims 20 to 24, wherein the liquid samples comprise whole blood, blood cell 
concentrate, serum, plasma and/or test liquid, for example control serum or control cells. 



Revendlcatlons 

1 Dispositif pour la determination qualitative ou quantitative simultanee de plusieurs analytes, ou au moins un analyte 
est un analyte a liaison cellulaire, dans un echantillon liquide, au moins deux sortes de particules indicatrices etant 
utilisees pour la determination, parmi lesquelles au moins une sorte est constitute d'erythrocytes, comprenant : 

- une zone de dSpdt (5) pour application de I'echantillon liquide, 

- une membrane poreuse (2), convenant a la penetration de composants cellulaires, comportant au moins deux 
zones indicatrices sur la membrane, qui peuvent entrer en interaction avec I'analyte/les analytes, et 

- au moins un domaine d'absorption (3) sur la membrane, qui absorbe le liquide apres que ce dernier a traverse 
les zones indicatrices, 

dans lequel les zones indicatrices sont situees entre la zone de d6p6t (5) et un domaine d'absorption (3), les 
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directions d'ecoulement allant de la zone de depdt (5) a un domaine d'absorption (3) (traces d'ecoulement) en 
passant par les zones indicatrices correspondantes, etant pour I'essentiel parallels, et au moins deux traces d'ecou- 
lement differentes etant presentes, la membrane comprenant une premiere zone indicatrice qui contient un element 
de liaison pour la liaison d'un analyte a liaison cellulaire, et la membrane comprenant une deuxieme zone indicatrice, 
qui contient un Element de liaison pour la liaison d'un analyte contenu dans le plasma. 

2. Dispositif selon la revendication 1 , dans lequel les zones indicatrices sont disposees de telle sorte que le liquide 
echantillon ne traverse, par trace d'ecoulement, pas plus d'une zone indicatrice. 

3. Dispositif selon la revendication 1 , dans lequel les zones indicatrices sont disposees selon une rangee diagonale, 
en forme de v, de W, de M, de N, ou lineaire. 

4. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 3, dans lequel au moins deux rangees de zones indicatrices sont 
disposees les unes derriere les autres dans ia direction de l'6coulement, et/ou en decalage lateral, et les zones 
indicatrices des differentes rangees sont disposees en chicane I'une par rapport a I'autre, de telle sorte que le liquide 
echantillon ne traverse, par trace d'ecoulement, pas plus d'une zone indicatrice. 

5. Dispositif selon la revendication 1 ou 3, dans lequel au moins deux rangees de zones indicatrices sont disposees 
I'une derriere I'autre dans la direction de recoupment, et/ou lateralement, et les zones indicatrices des differentes 
rangees ne sont pas disposees en chicane Tune par rapport a I'autre, de sorte que le liquide echantillon ne traverse, 
par trace d'ecoulement, pas plus d'une zone indicatrice. 

6. Dispositif selon les revendications 1 a 3, dans lequel au moins deux groupes de zones indicatrices sont disposees, 
qui, en partant de la zone de d6p6t, se trouvent dans des directions d'ecoulement differentes. 

7. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 6, dans lequel les zones indicatrices comprennent des anticorps ou 
des fragments d'anticorps ou des lectines, des antigenes ou des epitopes antigeniques et/ou des cellules ou des 
fragments cellulaires. 

8. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 7, dans lequel les zones indicatrices comprennent des anticorps ou 
des fragments d'anticorps contre des antigenes ou epitopes antigeniques de groupes sanguins, et des membranes 
ou des fragments cellulaires d'erythrocytes des groupes sanguins A1, A2, B et/ou 0. 

9. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 7, dans lequel les zones indicatrices comprennent des anticorps ou 
des fragments d'anticorps contre des antigenes ou epitopes antigeniques de groupes sanguins et des peptides 
synthetiques, des antigenes recombinants, et/ou des anticorps ou des fragments d'anticorps contre des marqueurs 
infectieux. 

10. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 7, dans lequel les zones indicatrices comprennent des anticorps ou 
des fragments d'anticorps contre des antigenes ou des epitopes antigeniques de groupes sanguins, et des fragments 
de thrombocytes et/ou de lymphocytes. 

11. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 10, dans lequel la membrane ou les membranes (2) sont constitutes 
de polyethylene, de nitrocellulose ou de nylon. 

12. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 1 1 , dans lequel au moins un element d'etenchelte (4) est dispose en 
arriere de la zone de dep6t (5), et en avant des zones indicatrices sur la membrane (2). 

13. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 12, dans lequel on a dispose au moins une zone de depot de conjugues 
en arriere de I'element d'etancheite (4) et en avant des zones indicatrices. 

1 4. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 1 3, dans lequel les composants du dispositif sont, pour un renforcement 
mecanique, disposes sur une couche support (1). 

15. Dispositifselonl'unedesrevendicationsl a14,danslequellescomposantsdudispositifsontintegresdansunboitier. 

16. Utilisation du dispositif selon I'une des revendications 1 a 1 1 pour I'analyse du sang. 
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17. Utilisation selon la revendication 1 6, pour laquelle I'analyse represente une operation simultanee de determination 
du groupe sanguin et un test de controle du serum et/ou un test de recherche d'anticorps. 

1 8. Utilisation selon la revendication 1 6, pour laquelle I'analyse est une operation simultanee de determination du groupe 
sanguin et de detection de marqueurs serologiques infectieux ou de fragments de ceux-ci. 

1 9. Utilisation selon la revendication 1 6, pour laquelle I'analyse est une operation simultanee de determination du groupe 
sanguin et de detection d'anticorps contre des globules sanguins, en particulier des anticorps anti-thrombocytes ou 
anti-lymphocytes, ou des fragments de chacun d'eux. 

20. Precede" de determination de plusieurs analytes ou de leurs derives dans un echantillon liquide, comprenant : 

('application de I'echantillon sur la zone de depot (5) d'au moins une membrane (2) du dispositif selon I'une des 
revendications 1 a 15 ci-dessus, ou cet echantillon est present en une quantity suffisante pour amener I'echan- 
tillon liquide a s'ecouler dans la direction du domaine d'absorption (3) en passant par les zones indicatrices, et 
pour amener les analytes ou leurs derives se trouvant dans le liquide echantillon a former un complexe dans 
les zones indicatrices, au moins deux sortes de particules indicatrices etant utilisees, dont au moins I'une est 
constitute d'erythrocytes. 

21. Precede selon la revendication 20, dans lequel les analytes ou leurs derives sont des antigenes ou des epitopes 
' antigeniques de groupes sanguins, des anticorps diriges contre des antigenes de groupes sanguins ou desf ragments 

de ceux-ci, des anticorps diriges contre des thrombocytes ou des leucocytes ou des fragments de ceux-ci, ou des 
anticorps diriges contre des agents infectieux ou des fragments de ceux-ci, ou des antigenes d'agents infectieux, 
ou des epitopes antigeniques. 

22. Precede selon la revendication 20 ou 21, dans lequel les analytes ou leurs derives comprennent des antigenes ou 
des epitopes antigeniques des systemes de groupes sanguins A, B, 0, Rh et Kell. 

23. Precede selon la revendication 20 ou 21 , dans lequel les analytes ou leurs derives comprennent des anticorps ou 
des fragments de ceux-ci contre des thrombocytes et/ou des lymphocytes. 

24. Proced6 selon la revendication 20 ou 21, dans lequel les analytes ou leurs derives comprennent des anticorps ou 
des fragments de ceux-ci contre des agents bacteriens et/ou viraux ou des agents viraux ou bacteriens ou des 
epitopes antigeniques. 

25. Precede selon I'une des revendications 20 a 24, dans lequel les echantillons liquides sont constitutes de sang total, 
de concentre de globules sanguins, de serum, de plasma et/ou d'un liquide d'essai, par exemple un strum temoin 
ou des cellules temoins. 
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